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La presente Memoria presentada como Tesis Doctoral se encuadra en la 
línea de investigación “Sensores y nuevos electrodos” del grupo FQM-198 de la 
Junta de Andalucía.  
El objetivo principal de la misma es desarrollar e implementar nuevos 
electrodos, basados en el electrodo compósito PVC/TTF-TCNQ,  susceptibles de 
ser empleados como sensores y/o biosensores electroquímicos para la detección de 
analitos de interés. 
Para lograrlo, se han fijado una serie de objetivos parciales: 
 
1. Sintetizar nanopartículas metálicas de oro coloidal, bien a través de 
métodos ya descritos, o bien, estableciendo otros nuevos. 
 
2. Modificar el electrodo PVC/TTF-TCNQ mediante la incorporación de las 
nanopartículas de oro. Se estudiará la influencia de las nanopartículas en 
propiedades tales como estabilidad, reproducibilidad, resistencia mecánica, 
etc., del compósito. Se pretende obtener detectores adecuados para su 
empleo en sistemas de flujo. 
 
3. Aplicación del electrodo PVC/TTF-TCNQ/Aucol como biosensor en la 
determinación de la glucosa. Se investigarán diversas estrategias de 
modificación de dicho electrodo, de forma que se obtengan mejores 
resultados analíticos, como consecuencia de una mejor inmovilización de 
la enzima, además de un posible aumento de la conductividad general del 
compósito. 
 
4. Desarrollar sensores electroquímicos para analitos de gran interés, como es 
el caso del paracetamol. Se pretende obtener un sensor que represente una 
seria e interesante alternativa a los descritos hasta ahora en la bibliografía. 
 
5. Determinación de polifenoles en mostos y vinos. Se pretende conseguir 
detectores electroquímicos que permitan obtener, de forma rápida y 
sencilla, un índice total de polifenoles en muestras reales de mostos y 
vinos, y su relación con la capacidad antioxidante. 
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1. MOLÉCULAS ORGÁNICAS CONDUCTORAS. 
 
1.1 Introducción. 
 
Durante mucho tiempo, el estudio de la conductividad eléctrica se limitaba 
a compuestos de naturaleza metálica o inorgánica; sin embargo, en las últimas 
décadas se ha desarrollado un enorme interés en la síntesis y caracterización de 
compuestos orgánicos moleculares y poliméricos que presentan propiedades 
eléctricas conductoras. 
 
Debido a la ausencia de la banda electrónica parcialmente llena que 
caracteriza a los metales, los compuestos orgánicos son, en su inmensa mayoría, 
eléctricamente aislantes. Sin embargo, en 1954 un grupo de investigadores 
japoneses dieron a conocer las propiedades conductoras de un complejo de bromo-
perileno que presentaba una conductividad de 1 S cm-1 [1], siendo considerado 
como el primer compuesto molecular conductor.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.1. Estructura del perileno. 
 
Este tipo de compuesto donde las unidades orgánicas de perileno, al ser 
combinadas con moléculas de halógeno, presentan una conductividad comparable a 
la de los semiconductores inorgánicos dopados, dio lugar a la aparición del término 
“metal orgánico”, comenzando así la búsqueda de nuevos conductores orgánicos 
más estables y con valores de conductividad más altos. 
 
En 1973, se produjo el descubrimiento del complejo de transferencia de 
carga (CTQ) que forman el tetraciano-p-quinodimetano (TCNQ), aceptor de 
electrones, sintetizado en 1960 [2], y el dador electrónico tetratiofulvaleno (TTF), 
sintetizado en 1970 [3]. El complejo TTF-TCNQ presenta una conductividad de 
tipo metálico con un máximo de 104 S cm-1 a 59 K [4]. 
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Figura I.2. Estructura del complejo TTF-TCNQ. 
 
Paralelamente, William A. Little [5] propuso un modelo de superconductor 
que implicaba la conducción eléctrica a lo largo de cadenas de hidrocarburos 
lineales, basándose en los sistemas biológicos. El interés sobre los hidrocarburos 
poliméricos, con una extensa deslocalización de los electrones de tipo pi, fomentó 
el estudio de sistemas como el poliacetileno, (CH)x,  sintetizado a finales de los 
años 50 por Natta y col. [6]. Este sistema en estado puro es aislante,  pero se 
comprobó que era posible incrementar su conductividad por exposición a aceptores 
de electrones.  
 
En 1967, Shirakawa y col. [7] cometieron un error en la síntesis de Natta, 
que los condujo a la obtención de láminas de poliacetileno que presentaban brillo 
metálico; sin embargo, hasta 1977 no se pudo observar cómo, al exponerlo a 
fuertes aceptores de electrones como el iodo, la conductividad de las láminas de 
poliacetileno aumentaba de 10-9 a 500 S cm-1 a temperatura ambiente [8]. Con este 
trabajo, H. Shirakawa, A.G. MacDiarmid y A.J. Heeger descubrieron los polímeros 
conductores, y por ello, les fue concedido el Premio Nobel de Química en el año 
2000. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.3. Estructura del trans-poliacetileno. 
 
El estudio del poliacetileno dopado contribuyó a la comprensión del 
proceso de conducción, introduciendo nuevos conceptos que más tarde 
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reaparecerían en los modelos utilizados para explicar el fenómeno de la 
superconductividad.  
 
En 1980, Jérôme y col. descubrieron que las sales de 
tetrametiltetraselenofulvaleno o TMTSF, [(TMTSF)2PF6], son superconductoras 
con una temperatura de transición de 0.9 K a 12 Kbar de presión [9].  
 
Se han sintetizado gran número de superconductores orgánicos con 
temperaturas de transición más elevadas a presión atmosférica. El descubrimiento 
más reciente ha sido la superconductividad en sales de fullereno C60, con 
temperaturas de transición en el intervalo de 10 a 45 K [10]. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.4. Estructura del TMTSF (a) y del fullereno C60 (b). 
 
Por tanto, las tablas de conductividad de los materiales tuvieron que 
recoger estos nuevos tipos de materiales orgánicos en la zona de los 
semiconductores y los conductores, posición que hasta entonces ocupaban 
únicamente los metales (figura I.5). 
 
Estos nuevos materiales orgánicos presentan propiedades muy atractivas, 
tanto desde el punto de vista científico como tecnológico, suscitando un elevado 
interés que queda reflejado en la gran cantidad de actividad científica desarrollada 
en este campo y, consecuentemente, en el gran número de publicaciones 
relacionadas que aparecieron durante la pasada década [11-14]. 
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Figura I.5. Valores de conductividad de distintos materiales. 
 
1.2 Clasificación. 
 
En general, los metales orgánicos conductores se clasifican en cuatro tipos 
fundamentales: Polímeros Conjugados, Metalomacrociclos, Fullerenos y 
Complejos y Sales de Transferencia de Carga. 
 
a) Polímeros Conjugados.  
 
Idealmente, los polímeros conductores son considerados como sistemas 
lineales infinitos, perfectamente ordenados, construidos por repetición de unidades 
que contienen electrones de tipo pi, de tal forma, que no exista interrupción de la 
conjugación.  
 
Los polímeros conjugados son semiconductores o aislantes que se 
transforman en conductores, por inyección de cargas positivas (huecos) o negativas 
(electrones) en las cadenas. 
  
Capítulo I. Introducción 
 
 
17 
 
  
El descubrimiento de las propiedades conductoras del poliacetileno dopado 
propició la síntesis de otros polímeros conjugados de mayor estabilidad, 
solubilidad y procesamiento. Se dispone, por tanto, de unos materiales que 
combinan las propiedades eléctricas y ópticas de los metales y los 
semiconductores, con las propiedades mecánicas (ligereza, flexibilidad y 
moldeabilidad), bajo coste y procesamiento de los plásticos [15]. A estas ventajas, 
hay que añadir la versatilidad química que poseen, permitiendo modificar sus 
propiedades mediante síntesis química.  
 
En la mayoría de ellos, la unidad que se repite es un ciclo como el benceno, 
o un heterociclo, como el pirrol, el furano o el tiofeno, dando lugar a polifenileno, 
polipirrol, polifurano o politiofeno, respectivamente, cuyas conductividades en 
estado dopado son del orden de 102-103 S cm-1 [13]. 
 
b) Metalomacrociclos.  
 
Los metalomacrociclos son complejos metálicos que contienen un sistema 
macrocíclico, como ftalocianinas o tetrabenzoporfirinas, coordinado con un metal 
de transición capaz de hexacoordinarse (Fe, Co, Cr, etc.). Conectando estos 
complejos, a través de un ligando unido al metal del metalomacrociclo, se obtienen 
polímeros que, tras el dopado con un aceptor electrónico, se transforman en 
polímeros conductores cuyas propiedades se pueden modular variando la 
naturaleza del metalomacrociclo, la del átomo metálico central, o bien la del 
ligando puente [16]. Por otro lado, los macrociclos cristalizan formando columnas 
en las que las moléculas se disponen paralelamente a lo largo del eje de 
apilamiento. El solapamiento de orbitales tipo pi permite una deslocalización de los 
electrones a lo largo del apilamiento, dando lugar a materiales conductores quasi-
unidimensionales. En estos casos, no es necesaria la presencia del átomo metálico 
para lograr conductividades elevadas [17]. A pesar de que su conductividad es 
menor que la del poliacetileno, su estabilidad es mucho mayor. 
 
c) Fullerenos.  
 
En 1990, un equipo de astrónomos dirigido por Krätschmer y Huffman 
describieron la tercera forma alotrópica del carbono (siendo las otras dos el grafito 
y el diamante), que se podía preparar en cantidades macroscópicas por calefacción 
de grafito en atmósfera inerte.  
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Los fullerenos son moléculas discretas, formadas por un número definido 
de átomos. Una de ellas, el C60, es una molécula constituida por 60 átomos de 
carbono situados sobre la superficie de una esfera, en la que cada átomo está unido 
a tres vecinos mediante un enlace tipo sp2. Así, el electrón de tipo pi que queda por 
cada átomo de carbono se encuentra deslocalizado sobre la superficie de la esfera 
en orbitales moleculares de tipo pi.  
 
La molécula de C60 en estado neutro posee una estructura electrónica de 
capa cerrada,  dando lugar a un sólido molecular aislante. Sin embargo, el dopado 
con metales alcalinos o alcalinotérreos da lugar a una banda de conducción 
parcialmente llena con la estequiometria M3C60 (siendo M3 = K3, Rb3, Cs2Rb, etc.) 
[18].  
 
La conductividad en los fullerenos se debe al solapamiento de los orbitales 
pi de moléculas vecinas cercanas. La forma de las moléculas, junto con la estructura 
cristalina, hace de los M3C60 conductores tridimensionales.  
 
Esta nueva familia de conductores moleculares presenta el fenómeno de 
superconductividad [19]. 
 
d) Complejos y Sales de Transferencia de Carga.  
 
El cuarto tipo de materiales orgánicos conductores son los llamados 
complejos de transferencia de carga, resultantes de la asociación de dos moléculas 
orgánicas. Con esta denominación, se pretende incluir a los compuestos en los que 
se produce una transferencia parcial de carga de una molécula dadora a una 
molécula aceptora, formando un cristal de tipo iónico en el que los aniones, los 
cationes, o ambos, son grupos químicos de alguna complejidad.  
 
Para formar complejos orgánicos de transferencia de carga (CTC) que sean 
conductores, se necesita que, en el sólido, las moléculas de dadores y aceptores se 
ordenen en apilamientos segregados, en los que los orbitales HOMO de las 
moléculas dadoras interaccionen por una parte, y los orbitales LUMO de las 
moléculas aceptoras lo hagan por otra, dando lugar a la formación de bandas 
electrónicas que permitan la deslocalización de los electrones y, en consecuencia, a 
conductividades elevadas. Por otra parte, para que estos sistemas sean estables, son 
necesarias moléculas capaces de formar radicales estables. Además, para conseguir 
compuestos con conductividad de tipo metálico, la transferencia de carga entre las 
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moléculas dadoras y aceptoras en el sólido ha de ser parcial, dando lugar a  
compuestos de valencia mixta. 
 
Como se mencionó anteriormente, el primer complejo de transferencia de 
carga conductor fue el TTF-TCNQ, sintetizado en 1973, y ha sido el material 
empleado en esta tesis como soporte conductor en la formación del electrodo 
compósito.  
 
El complejo TTF-TCNQ presenta una estructura cristalina, en la que las 
unidades de TTF y TCNQ se disponen paralelamente, formando pilas separadas de 
moléculas dadoras y aceptoras [20]. Experimentalmente, se comprueba que, 
aunque la estequiometria dador/aceptor en el cristal es 1:1, hay una transferencia de 
carga fraccionaria entre ambos apilamientos (0.59e, es decir, hay 59 electrones 
deslocalizados sobre cada 100 moléculas en cada pila de TCNQ), dando lugar a un 
sistema de valencia mixta, en el que coexisten moléculas cargadas y moléculas 
neutras. El solapamiento entre las nubes electrónicas pi de moléculas vecinas da 
lugar a bandas electrónicas parcialmente llenas, y proporciona un camino de 
deslocalización que permite la movilidad de los electrones desapareados, a través 
de los apilamientos. De este modo, los cristales de TTF-TCNQ presentan una 
conductividad eléctrica de tipo metálico que aumenta de 500 S cm-1, a temperatura 
ambiente, hasta un máximo de 104 S cm-1 a 59 K. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.6. Proyección de la estructura cristalina del complejo TTF-TCNQ a lo largo del 
eje X. Los apilamientos separados del TTF y TCNQ se disponen a lo largo del eje Y. Las 
moléculas de TCNQ (círculos negros) están en primer plano. 
 
La figura I.6 muestra la disposición en apilamientos separados de las 
moléculas de dador y aceptor en el complejo TTF-TCNQ, situándose las moléculas 
de TCNQ en primer plano y las moléculas de TTF en un segundo plano. 
 
 
 
Capítulo I. Introducción 
 
 
20 
 
1.3 Aplicaciones. 
 
Los materiales orgánicos conductores constituyen una
materiales con numerosas aplicaciones que van 
presentan (figura I.7).  
 
Una de las grandes ventajas que ofrece
propiedades mediante la introducción de sustituyentes y 
con el nivel de dopado.  
 
En el caso de los polímeros conductores, se combinan las propiedade
electrónicas y ópticas de los metales y los semiconductores
propiedades mecánicas y las ventajas de procesado de los polímeros.
 
 
Figura I.7. Relación entre la síntesis química, los nuevos materiales orgánicos que de ella 
resultan, y las posibilidades tecnológicas que de ellos derivan.
 
Estos materiales son componentes electrónicos útiles para el desarrollo de 
baterías, sensores (narices y lenguas electrónicas), dispositivos electrónicos 
(diodos, transistores…) o células fotovoltaicas 
conductividad eléctrica y la posibilidad de ser dopados reversiblemente.
 
 
 
 
 nueva generación de 
ligadas a las propiedades que 
n es la posibilidad de modular sus 
heteroátomos, así como 
s 
, con las interesantes 
 
 
[21], debido a propiedades como la 
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2. SENSORES QUÍMICOS Y BIOSENSORES. 
 
2.1 Introducción. 
 
Los sensores son dispositivos que transforman la información física o 
química en una señal útil que pueda ser procesada, y que facilite información de 
interés de una manera rápida y sin necesidad de análisis complejos [22]. 
 
Los biosensores se definen como dispositivos analíticos formados por un 
elemento de reconocimiento biológico, en íntimo contacto con un sistema 
transductor adecuado, que permite procesar la señal producida por la interacción 
entre el biomaterial y el analito. La señal obtenida se relaciona con la 
concentración de analito y, debido a la especificidad de la biomolécula, la 
detección se puede hacer directamente en muestras complejas, sin previo 
tratamiento. 
 
Estos dispositivos han experimentado un notable avance en los últimos 
años, desarrollándose fundamentalmente biosensores para su utilización en el 
campo de la biomedicina, debido a la necesidad de diagnóstico rápido. 
 
Actualmente, la tecnología de los biosensores ha avanzado a otros campos 
como el control medioambiental y la industrias agroalimentarias (análisis de 
control de alimentos, seguridad alimentaria, etc.). El número de publicaciones 
científicas, revisiones y patentes relacionadas con biosensores es muy elevado, lo 
que refleja el gran interés que despierta este tema en el área científica. 
 
Los biosensores poseen una serie de características, entre las que destacan 
su alta sensibilidad y especificidad, bajo coste y manejo sencillo, tiempo de análisis 
corto. Otra gran ventaja es la de permitir realizar análisis en tiempo real, pudiendo 
ser automatizados y miniaturizados.  
 
Debido a la aplicación, en estos últimos años, de tecnologías de 
miniaturización en la fabricación de electrodos, los biosensores electroquímicos, 
han tenido una gran relevancia en sus aplicaciones industriales, facilitando la 
producción en grandes cantidades de microbiosensores, consiguiendo una 
reducción en los costes de fabricación, y obteniendo una gran reproducibilidad. De 
esta manera, se consigue integrar en un área pequeña los dos o tres electrodos, 
requeridos habitualmente para la realización de medidas voltamperométricas. 
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Utilizar biosensores miniaturizados tiene, también, la ventaja de un menor 
consumo de reactivos, ya que al disponer de un área de trabajo mucho más 
pequeña, requiere menos cantidad de material biológico en la fabricación, y 
permite trabajar con volúmenes de muestra más pequeños. Estas dimensiones 
reducidas permiten realizar análisis rápidos y hacer un seguimiento de los 
productos incluso en continuo (“on-line”) e “in situ”. Como inconveniente, la 
instrumentación que se requiere ha de ser mucho más sensible, ya que la señal que 
se debe tratar es mucho menor. 
 
2.2 Clasificación. 
 
Los sensores se pueden clasificar, según el tipo de información que sean 
capaces de transformar [22], en dos tipos: 
 
- Físicos: Dispositivos que detectan cambios en parámetros físicos 
(temperatura, presión, flujo de masa, etc.) 
- Químicos: Detectan cambios de pH, concentración, composición, etc. 
 
En la actualidad, la mayor parte de sensores utilizados para el control de 
procesos industriales son físicos [23], pero la necesidad de obtener información 
química ha favorecido la investigación y el desarrollo de este tipo de sensores. 
 
Tradicionalmente, el campo de la Química Analítica ha utilizado 
instrumentación analítica muy sofisticada, (cromatógrafos, espectrofotómetros, 
ICP-masas, etc.), de elevado coste, que requiere especialización por parte del 
operario. Además,  estos equipos suelen ser incompatibles con el análisis en 
continuo o pruebas de campo. Actualmente, la tendencia es simplificar el protocolo 
de análisis de una muestra, para reducir tiempo de análisis y coste. 
 
Una clara alternativa son los sensores químicos, ya que permiten realizar 
análisis on-line, aunque ofrezcan una sensibilidad y fiabilidad menor que la 
proporcionada por la instrumentación analítica convencional. 
 
Se puede definir un sensor químico como un dispositivo capaz de traducir 
la información química de una muestra en una señal analítica útil [22]. Constan de 
dos componentes básicos: un sistema de reconocimiento o receptor, y un 
transductor, sobre el que se encuentra conectado el primero. 
 
Capítulo I. Introducción 
 
 
23 
 
  
El receptor reconoce, selectivamente, la información química presente en 
la muestra y la convierte, de forma que pueda ser reconocida por el transductor. 
Éste la transforma, a su vez, de una señal primaria a una señal secundaria 
procesable fácilmente, generalmente eléctrica u óptica.  
 
Existen tres tipos de receptores [24]: 
 
• Físicos, cuando no hay reacciones químicas involucradas en la detección. 
Un ejemplo son los materiales piezoeléctricos utilizados para detectar 
cambios de masa. 
• Químicos, la señal proviene de una reacción química. Por ejemplo agentes 
quelatantes, ionóforos, etc. 
• Biológicos, cuando el material receptor tiene una procedencia biológica. 
Por ejemplo, enzimas, anticuerpos, ADN, células, etc. En este caso, los 
sensores químicos son denominados biosensores (figura I.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.8. Esquema genérico de un biosensor. 
 
Los biosensores son los dispositivos con más selectividad, y por tanto, con 
más aplicaciones potenciales en Química Analítica. De hecho, como se ha 
comentado anteriormente, algunos de ellos, han sido ya comercializados, como es 
el caso de los biosensores utilizados para los análisis de glucosa en sangre, de gran 
utilidad para personas diabéticas. 
 
En general, los biosensores se suelen clasificar dependiendo de la 
naturaleza del material biológico, y en función del sistema de transducción 
utilizado [25].  
 
 
 
Capítulo I. Introducción 
 
 
24 
 
  
 Naturaleza del material biológico. 
 
a) Biosensores catalíticos.  
 
Son los biosensores mejor conocidos, y los más aplicados. En este 
caso, los receptores pueden ser enzimas, tejidos o células.  
 
Este tipo de biosensores se basa en la utilización de biocatalizadores, 
que son elementos capaces de producir una reacción química sin consumo del 
biocatalizador, el cual se regenera y puede ser utilizado de nuevo. Pueden 
utilizarse para detectar la presencia de alguno de los sustratos que participan en 
la reacción, detectando la desaparición de algún cosustrato, o la aparición de 
algún producto. Para aumentar la estabilidad del material biológico, se utilizan 
distintos sistemas de inmovilización que se describen posteriormente. 
 
b) Biosensores de afinidad.  
 
Se basan en la interacción del analito de interés con el elemento de 
reconocimiento, en la que no existe transformación catalítica, sino que se 
produce una reacción en la que se forma un complejo analito-receptor.  
 
Los receptores pueden ser anticuerpos, ácidos nucleícos, etc. Para 
medir la interacción (no existe consumo de sustratos ni generación de 
productos), se suele utilizar un marcador del receptor o de un elemento que 
compita con el analito por la unión al receptor. Es habitual usar como 
marcadores enzimas, ya que permiten detectar mediante el sistema de 
transducción alguno de los componentes de la reacción biocatalítica 
complementaria. Este sistema plantea un inconveniente, y es la necesidad de 
incluir pasos posteriores de lavado y separación del exceso de moléculas 
marcadas, así como la adición de sustratos que permitan el desarrollo de la 
reacción catalizada por la enzima que se usa como marcador. 
 
 Sistema de transducción. 
 
El transductor, en cuyas proximidades se encuentra inmovilizado o 
retenido el material biológico, debe permitir la conversión de la interacción del 
analito con el receptor en una respuesta, que luego es amplificada y procesada, y la 
cual estará relacionada con la concentración de ese analito. Existen distintos tipos 
de transductores [25]. 
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a) Transductores Electroquímicos.  
 
Los transductores electroquímicos transforman la señal producida por la 
interacción entre el sistema de reconocimiento y el analito en una señal eléctrica. El 
elemento de reconocimiento biológico y el elemento de transducción deben estar 
en contacto. Se diferencian cuatro tipos de biosensores electroquímicos: 
conductimétricos, potenciométricos, amperométricos e impedimétricos, según 
detecten los cambios en la conductividad, en el potencial, en la corriente generada 
o en la impedancia, respectivamente. 
 
Los biosensores más utilizados son los que realizan medidas 
amperométricas. Con ellos se trabaja a un potencial fijo respecto al electrodo de 
referencia, y se mide el flujo de corriente que se genera en la superficie del 
electrodo de trabajo, cuando tiene lugar la oxidación o reducción de alguna de las 
especies implicadas en la reacción enzimática. La señal obtenida se puede 
correlacionar con la concentración de sustrato. En estos electrodos, bien el sustrato 
o el producto deben ser especies electroactivas, y la velocidad de la reacción 
enzimática se controla mediante el registro directo de la corriente producida. 
 
b) Transductores Ópticos. 
 
Los transductores ópticos se basan en la medición de las variaciones que se 
producen en las propiedades de la radiación electromagnética (REM), como 
consecuencia de la interacción física o química entre el analito y el elemento 
biológico. Las bases físicas de este tipo de sensores son los cambios que ocurren en 
la absorción o dispersión de la REM, en la luminiscencia, o en el índice de 
refracción, cuando la radiación incide sobre las superficies de reconocimiento. El 
sistema básico de medida consiste en una fuente de REM, el elemento biológico y 
el detector. 
 
c) Transductores Piezoeléctricos. 
 
Los sistemas de transducción piezoeléctricos, másicos, gravimétricos o 
acústicos miden cambios directos de masa inducidos por la formación del complejo 
antígeno-anticuerpo. Para el diseño de estos biosensores se utilizan materiales 
piezoeléctricos que se recubren con el elemento de reconocimiento que suele ser de 
bioafinidad, y se ponen en contacto con la muestra que contiene el analito. La señal 
medida es la variación observada en la frecuencia de oscilación, antes y después, 
de que se produzca la interacción entre el elemento de reconocimiento y el analito. 
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d) Transductores Térmicos o Termométricos. 
 
Se basan en la detección del calor generado en las reacciones enzimáticas 
exotérmicas, el cual se puede relacionar con la concentración de analito. Estos 
cambios de temperatura suelen determinarse por medio de termistores situados a la 
entrada y a la salida del dispositivo en el que se encuentra inmovilizadas las 
enzimas. 
 
e) Transductores Nanomecánicos. 
 
En este caso, el elemento de reconocimiento biológico se inmoviliza sobre 
la superficie de una micropalanca de silicio, que se sumerge en una muestra 
líquida. Normalmente, se utilizan anticuerpos como elementos de reconocimiento. 
La interacción entre el elemento de reconocimiento y el analito da lugar a un 
cambio diferencial en la tensión superficial del líquido, y la micropalanca sufre una 
respuesta de tipo nanomecánico, consistente en un cambio de la deflexión y/o de la 
frecuencia de resonancia. La magnitud de este cambio es la que está relacionada 
con la concentración de analito. 
 
2.3 Sensores electroquímicos. 
 
Durante la pasada década, los sensores basados en transductores 
electroquímicos fueron los que más publicaciones científicas generaron [26-28]. 
Este hecho está claramente ligado a que estos dispositivos son más robustos, su 
fabricación es más simple y económica que el resto de transductores, y además, 
poseen un amplio intervalo de linealidad,  así como unos tiempos de respuesta muy 
cortos. Además, los equipos necesarios para recoger y procesar la señal, tales como 
potenciostatos y conductímetros, son relativamente económicos, de fácil 
mantenimiento, manejo y miniaturización, y uso es bastante común en la mayoría 
de laboratorios de análisis. 
 
Los transductores electroquímicos, según la técnica electroquímica 
utilizada para obtener la información de la muestra, se clasifican en: 
conductimétricos, potenciométricos y amperométricos. 
 
a) Transductores Conductimétricos. 
 
Los transductores conductimétricos se basan en la medida de cambios de 
conductividad (o alguna propiedad asociada a ésta) provocados por el analito, ya 
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sea en la disolución de medida o en la membrana selectiva. En algunos casos, se 
pueden llegar a medir, incluso, cambios de conductividad del propio analito [26]. 
 
Las medidas de resistividad en corriente continua son las más comunes 
para el funcionamiento de estos sensores, aunque para registrar medidas de 
impedancia se utiliza corriente alterna [29]. Estas medidas de impedancia se suelen 
utilizar para caracterizar algunos líquidos y/o superficies de electrodos modificadas 
[30, 31]. 
 
La configuración de estos dispositivos es muy simple, consiste en dos 
electrodos que pueden ser de diferentes materiales, usualmente de algún metal 
noble sin modificar. Entre ellos, cabe destacar al oro, que puede detectar cambios 
de concentración del ácido sulfhídrico, y al platino, paladio o rutenio, que pueden 
ser utilizados para la detección de hidrógeno [32]. 
 
También se han desarrollado diferentes biosensores conductimétricos, 
mediante la modificación de electrodos con material biológico atrapado en 
polímeros conductores [33,34]. 
 
b) Transductores Potenciométricos. 
 
Las medidas potenciométricas consisten en la determinación de una 
diferencia de potencial, en condiciones de circuito abierto, entre un electrodo de 
trabajo y uno de referencia. 
 
La diferencia de potencial medida entre los electrodos se relaciona con la 
concentración del analito de acuerdo con la ecuación de Nersnt, 
 
    

   ∑ 	,
	

 
 
 ⁄                                            (1) 
 
donde   es la actividad del ion principal,  la actividad del ion interferente, zi y zj 
son las cargas de los iones principal e interferente, y ,
 es el coeficiente de 
selectividad [35]. 
 
Los transductores potenciométricos son el grupo de dispositivos 
electroquímicos más desarrollados y estudiados. Históricamente, el origen de los 
sensores químicos se remonta a principios del siglo XX, con el desarrollo del 
electrodo de vidrio [4], uno de los sensores potenciométricos más utilizados. 
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La mayor aplicación de este tipo de sensores es la fabricación de electrodos 
selectivos de iones (ISE´s) [36, 37], en los que se modifica el electrodo de trabajo 
con una membrana selectiva a un ión determinado. 
  
Los transistores de efecto de campo sensibles a iones (ISFET´s) [38], y su 
modificación con membranas selectivas (CHEMFET´s), también se incluyen 
dentro del grupo de sensores potenciométricos. 
 
Recientemente, han aparecido un nuevo tipo de sensores selectivos de 
iones denominados Sensores Voltamperométricos. En ellos, las curvas intensidad-
potencial generadas proporcionan analíticamente mas información que las curvas 
de potencial de equilibrio, obtenidas bajo condiciones potenciométricas; además, el 
potencial reversible puede calcularse a partir de datos obtenidos bajo condiciones 
dinámicas.  
 
El funcionamiento de estos sensores se basa en las ecuaciones tipo Nersnt, 
adaptadas por Bond y col. [39, 40], y más recientemente ampliadas por Fernández-
Romero y col. [41,42], que establecen una relación directa entre el potencial 
reversible y el logaritmo de la concentración del ion en el electrolito.  
 
c) Transductores Amperométricos. 
 
Este tipo de dispositivos se basan en la aplicación de un potencial fijo 
sobre un electrodo de trabajo, generalmente de platino, oro o grafito, respecto a un 
electrodo de referencia. Un tercer electrodo, denominado auxiliar, es necesario en 
la mayoría de los casos para completar la celda electroquímica [43]. También es 
posible realizar análisis basados en técnicas voltamperométricas, en las que el 
potencial de trabajo se modifica de forma controlada. 
 
Los transductores amperométricos se fundamentan en la proporcionalidad 
existente entre la concentración de una determinada especie electroactiva y la 
corriente eléctrica registrada al oxidarse o reducirse sobre la superficie de un 
electrodo polarizado.  
 
Este tipo de biosensores es el que ha mostrado un mayor avance debido, 
principalmente, a su extensa aplicación dentro del campo del análisis médico, 
habiéndose desarrollado una extensa gama de biosensores aptos para medidas en 
sangre y suero. 
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2.4 Receptores biológicos. 
 
Una de las principales características del material biológico empleado para 
la fabricación de biosensores es su alta selectividad, permitiendo diferenciar en 
algunos casos, incluso isómeros de una misma molécula. Esta particularidad hace 
que estos componentes sean de gran interés en su aplicación como receptores, en la 
fabricación de sensores. 
 
Como ya se ha comentado, de entre todos los tipos de biosensores, los 
basados en transductores electroquímicos son los que más han avanzado en los 
últimos años en cuanto a investigación se refiere.  En ellos, se pueden inmovilizar 
diferentes tipos de bioreceptores, tales como anticuerpos, ácidos nucleícos, 
microorganismos, tejidos orgánicos y enzimas. 
 
a) Anticuerpos. 
 
Los anticuerpos son, junto al ADN, los agentes biológicos más selectivos 
que existen. Debido a su estructura tridimensional, pueden enlazarse con una 
sustancia (antígeno) de una manera muy específica. 
 
En los últimos diez años, se han realizado grandes esfuerzos para 
desarrollar inmunosensores [44]. El principal inconveniente de este tipo de 
material, en cuanto a sus posibles aplicaciones en la fabricación de biosensores, es 
que no tiene capacidad catalítica, lo que implica el empleo de anticuerpos o 
antígenos marcados con un isótopo radiactivo, enzimas, partículas luminiscentes, 
etc. [45]. 
 
En el caso de los inmunosensores basados en transductores 
amperométricos, el marcaje más utilizado es el realizado mediante enzimas. La 
corriente recogida por el transductor es proporcional a la concentración de las 
especies electroactivas generadas por la reacción enzimática, y por tanto, 
proporcional a la cantidad de anticuerpos marcados [46]. 
 
b) Ácidos nucleícos. 
 
La alta especificidad de los pares de bases (adenina/timina y 
citosina/guanina), distribuidas a lo largo de la doble hélice que forma la cadena de 
ADN, hace este material de gran interés en la fabricación de biosensores. 
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Como en otros biosensores, las cadenas cortas de ADN (ssADN) están 
inmovilizadas sobre superficies en forma de electrodos, chips o cristales según el 
tipo de transductor utilizado. La hibridación de esta molécula inmovilizada con su 
par es detectada por el transductor. 
 
Al igual que en el caso de los anticuerpos, este tipo de material no tiene 
capacidad catalítica, por tanto, para su detección necesita ser marcado [47]. En el 
caso de utilizar transductores amperométricos, éstos suelen estar modificados con 
enzimas. Este tipo de detección es relativamente reciente [48,49].  
 
c) Microorganismos. 
 
Los microorganismos tienen una gran importancia en diferentes procesos 
biotecnológicos, en la industria vitivinícola, en procesos de síntesis de fármacos, o 
en tratamientos de agua. 
 
Muchos biosensores, basados en células, han sido desarrollados para el 
control de dichos procesos [47]. 
 
Los microorganismos pueden asimilar compuestos orgánicos y generar un 
cambio que es detectado por el transductor. Existen publicaciones que describen el 
empleo de sensores amperométricos con microorganismos inmovilizados, en el 
control de calidad de las aguas residuales, y que están basados en el seguimiento de 
la respiración celular [50,51]. 
 
d) Tejidos orgánicos o celulares. 
 
Los tejidos orgánicos pueden ser utilizados como elemento de 
reconocimiento sin casi preparación. Generalmente, tienen una gran variedad de 
enzimas inmovilizados, y por tanto, no son tan selectivos como otros materiales 
biológicos. Como ventaja, están en su medio natural y es más difícil su 
degradación, lo que aumenta el tiempo de vida del biosensor. 
 
El número de publicaciones existentes en este campo es mínimo [52,53],  
comparado con otros receptores bioquímicos [54]. Un ejemplo de inmovilización 
sobre transductores electroquímicos es el publicado por Vieira y col. [55], donde se 
inmoviliza tejido celular de una patata como fuente de peroxidasa, sobre un 
electrodo de grafito. 
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e) Enzimas. 
 
Las enzimas son proteínas capaces de catalizar una reacción química. 
Reaccionan de manera selectiva con un analito o familia de analitos, acelerando la 
reacción química sin que se consuman en ella. Están formadas por una estructura 
tridimensional compuesta por péptidos, con una zona activa que reacciona con el 
sustrato. Esta zona activa, que confiere especificidad a la enzima, suele estar 
situada en su interior. 
 
Son los elementos más comúnmente utilizados para la fabricación de 
biosensores debido a su bajo coste, disponibilidad en el mercado y fácil 
manipulación [47]. 
Tabla I.1. Clasificación y  nomenclatura de las enzimas, según la reacción que catalizan. 
Grupo Reacción catalizada Reacción típica Ejemplo de 
enzima 
 
EC 1 
Oxidorreductasas 
Reacciones de 
oxidación/reducción y de 
transferencia de átomos de H, O ó 
electrones desde una sustancia a 
otra. 
 
AH + B → A + BH 
(reducido) 
A + O → AO  
(oxidado) 
 
Deshidrogenasa, 
oxidasa 
 
EC 2 
Transferasas 
Transferencia de un grupo 
funcional desde una sustancia a 
otra. El grupo puede ser metil-, 
acil-, amino- o fosfato. 
 
AB + C → A + BC 
 
Transaminasa, 
quinasa 
EC 3 
Hidrolasas 
Formación de dos productos de un 
sustrato por hidrólisis. 
AB + H2O → AOH + 
BH 
Lipasa, amilasa, 
peptidasa 
 
EC 4 
Liasas 
Adición o eliminación no 
hidrolítica de grupos de los 
sustratos. Pueden romper los 
enlaces C-C, C-N, C-O o C-S. 
 
RCOCOOH → RCOH 
+ CO2 
 
Descarboxilasa 
EC 5 
Isomerasas 
Isomerización de una molécula. AB → BA Isomerasa, 
mutasa 
 
EC 6 
Ligasas 
Unión de dos moléculas por 
síntesis de nuevos enlaces C-O,  
C-S, C-N o C-C con la rotura 
simultánea de ATP. 
 
X + Y+ ATP → XY + 
ADP + Pi 
 
Sintetasa 
Una forma general de denominar a las enzimas es añadir el sufijo "asa" al 
nombre del sustrato. Sin embargo con el descubrimiento de nuevas enzimas esta 
nomenclatura resulta a veces confusa. Actualmente, se han adoptado ciertas 
recomendaciones de la Internacional Enzime Comission, que pretende sistematizar 
la nomenclatura y clasificación de las diferentes enzimas conocidas. Este sistema 
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divide a las enzimas en seis clases (tabla I.1), que a su vez pueden tener diferentes 
subclases.  
1. Oxidoreductasas, catalizan reacciones de oxidoreducción, es decir, 
transferencia de hidrógeno o electrones de un sustrato a otro. Debido a esta 
capacidad redox, son el candidato ideal para su utilización como 
bioreceptores en biosensores amperométricos. 
1.1 Actúan sobre  :CH – OH  
1.2 Actúan sobre  :C = O  
1.3 Actúan sobre  :C = CH –  
1.4 Actúan sobre  :CH – NH2  
1.5 Actúan sobre  :CH – NH –  
1.6 Actúan sobre NADH; NADPH 
 
2. Transferasas, catalizan la transferencia de un grupo químico, de un 
sustrato a otro. 
2.1 Grupos de un átomo de C 
2.2 Grupos aldehídos o cetónicos 
2.3 Grupos acilos 
2.4 Grupos glucosilos 
2.7 Grupos fosfatos 
2.8 Grupos que contienen azufre 
 
3. Hidrolasas, catalizan reacciones de hidrólisis. 
3.1 Ésteres. 
3.2 Enlaces glucosídicos 
3.4 Grupos glucosilos 
3.5 Otros enlaces C – N 
3.6 Anhídridos de ácido 
 
4. Liasas, catalizan adiciones de grupos a dobles enlaces o formaciones de 
dobles enlaces, por eliminación de grupos. 
4.1 C = C 
4.2 C = O 
4.3 C = N 
 
5. Isomerasas, catalizan la interconversión de isómeros. 
5.1 Racemasas 
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6. Ligasas, catalizan la formación de enlaces por reacciones de condensación, 
acopladas a la hidrólisis de ATP. 
6.1 C – O 
6.2 C – S 
6.3 C – N 
6.4 C – C 
 
L. Michaelis y M. L. Menten [56] desarrollaron en 1913  una teoría general 
acerca de la acción y cinética de las enzimas, la cual fue ampliada posteriormente 
por G. E. Briggs y J. B. Haldane [57]. Esta teoría es fundamental para el análisis 
cuantitativo de todos los aspectos de la cinética de las enzimas y de la inhibición. 
 
Si la reacción enzimática involucra un solo sustrato, la teoría de Michaelis-
Menten supone que la enzima E se combina en primer lugar con el sustrato S para 
formar el complejo enzima-sustrato ES y, a continuación, este se escinde en una 
segunda etapa para formar enzima libre y producto P.  
 
    k1 
E + S                           ES 
     k2 
 
      k3 
                                             ES                             E + P 
 
Para una concentración de enzima, la velocidad de reacción catalizada 
enzimáticamente viene dada por la ecuación de Michaelis-Menten: 
 
 


                                                           (2) 
 
donde Vmax es la máxima velocidad de reacción y KM es la constante de  Michaelis, 
que corresponde a la concentración de sustrato para la cual la velocidad es igual a 
la mitad de la velocidad máxima.  
 
La ecuación de Michaelis-Menten relaciona la velocidad inicial, la 
velocidad máxima y la concentración inicial del sustrato a través de la constante de 
Michaelis-Menten. 
 
En la figura I.9 se muestra la dependencia típica de la velocidad de 
reacción enzimática de la concentración de sustrato, señalándose los valores de los 
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parámetros KM y Vmax, y las zonas donde la señal obtenida es útil para la 
determinación del sustrato, y para la determinación de la actividad enzimática. 
Desde el punto de vista analítico, a medida que se tiene una constante de Michaelis 
más elevada la sensibilidad del método disminuye, pero aumenta el intervalo de 
linealidad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.9. Dependencia de la velocidad de la reacción enzimática frente a la concentración 
de sustrato. 
 
La constante de Michaelis-Menten es un parámetro cinético importante por 
múltiples razones: 
• KM es la concentración de sustrato para la cual la velocidad de reacción es 
la mitad de la velocidad máxima. En efecto, si KM = [S], la ecuación de 
Michaelis-Menten se reduce a: v = Vmax/2.  
 
• El valor de KM da idea de la afinidad del enzima por el sustrato: A menor 
KM, mayor afinidad del enzima por el sustrato, y a mayor KM, menor 
afinidad. Este hecho es fácil de explicar teniendo en cuenta que KM se 
define como (k2+k3/k1), donde las reacciones 2 y 3 destruyen el complejo 
ES, mientras que la reacción 1 lo forma. Así, si KM es grande, el complejo 
ES es inestable, pues predomina la tendencia a destruirlo (poca afinidad 
hacia el sustrato), y si KM es pequeña, el complejo ES es estable, ya que 
predomina la tendencia a formarlo (gran afinidad hacia el sustrato). 
 
• La KM del sustrato natural es menor que la de los sustratos análogos. Si dos 
sustratos del mismo enzima tienen distinta KM, el que presente mayor KM 
tiene menor afinidad por el enzima, y la reacción transcurre siempre a 
menor velocidad que con el sustrato de menor KM, salvo a concentraciones 
saturantes de sustrato, donde la v = Vmax.  
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• Los valores de KM de muchos enzimas son próximos a los de la 
concentración fisiológica de sus sustratos, de forma que pequeñas 
variaciones en la [S] pueden suponer grandes cambios en la velocidad de 
toda una ruta metabólica.  
La actividad enzimática se puede ver afectada por los siguientes factores: 
 Temperatura: las enzimas son sensibles a la temperatura. Los rangos de 
temperaturas óptimos pueden llegar a variar sustancialmente de unas 
enzimas a otras. Normalmente, a medida que aumente la temperatura, una 
enzima verá incrementada su actividad hasta el momento en que comience 
la desnaturalización de la misma, que dará lugar a una reducción 
progresiva de dicha actividad. 
 pH: el rango de pH óptimo también es muy variable entre diferentes 
enzimas. Si el pH del medio se aleja del óptimo de la enzima, esta verá 
modificada su carga eléctrica al aceptar o donar protones, lo que 
modificará la estructura de los aminoácidos y, por tanto, la actividad 
enzimática. 
 Concentración salina: la concentración de sales del medio es crucial para 
una óptima actividad enzimática. Una elevada concentración o una 
ausencia de sales en el medio pueden impedir la actividad enzimática, ya 
que las enzimas precisan de una adecuada concentración de iones para 
mantener su carga y su estructura. 
Las enzimas fueron los primeros bioreceptores utilizados, y siguen siendo 
hoy en día los más empleados para la fabricación de biosensores. 
 
Una de las grandes ventajas de la utilización de enzimas, aparte de su alta 
selectividad, es su menor tiempo de respuesta en relación con los otros tipos de 
biosensores. Como inconvenientes, se debe tener en cuenta que pierden actividad al 
ser inmovilizadas sobre la superficie del electrodo, y tienen un tiempo de vida 
relativamente corto. 
 
Dos claros ejemplos de biosensores basados en enzimas son los utilizados 
para la determinación de glucosa [58, 59] y urea [60, 61]. 
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2.5. Métodos de inmovilización. 
 
La inmovilización del material biológico es un proceso mediante el que se 
confina el bioreceptor sobre el transductor electroquímico, para dar lugar a formas 
insolubles que retienen su actividad. Por tanto, se puede considerar como el 
proceso más importante en la fabricación de un biosensor, ya que características 
tan importantes como el tiempo de vida o la sensibilidad dependen, en gran 
medida, de la metodología de inmovilización utilizada. 
 
La unión de una capa enzimática inmovilizada en las cercanías de un 
transductor permite obtener dispositivos que combinan la ata sensibilidad de los 
métodos analíticos con la inherente selectividad que aportan las enzimas. Se han 
fabricado un gran número de electrodos enzimáticos, resultando su uso fácil y 
selectivo para la determinación de distintas sustancias.  
 
Un factor limitante para el tiempo de vida de estos biosensores es la 
estabilidad de las enzimas. Para incrementar, a lo largo del tiempo, la estabilidad 
estructural y funcional del biomaterial, se han empleado distintos métodos de 
inmovilización que proporcionan un ambiente en el que el material biológico se 
encuentra protegido del medio que le rodea. Este material puede actuar, 
únicamente como soporte del componente biológico, o participar, además, en la 
transmisión de la señal al sistema de transducción. 
 
Por tanto, como ventajas del empleo de material biológico inmovilizado 
cabe destacar [62]: 
 
• Aumento de la estabilidad del receptor biológico. 
• Posible reutilización del biosensor, disminuyendo el coste del proceso. 
 
Y por otra parte, los principales inconvenientes del proceso de 
inmovilización son [63]: 
 
• Alteración de la conformación del material biológico respecto de su estado 
nativo. 
• En el caso de la utilización de enzimas, pérdidas de su actividad catalítica. 
 
Los métodos de inmovilización se suelen clasificar en dos grandes grupos 
[63]: retención física y unión química (figura I.10). 
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Figura I.10. Clasificación de los métodos de inmovilización.
 
A continuación, se describen cada uno de los tipos de inmovilización 
enzimática. 
 
a) Atrapamiento. 
 
El atrapamiento es un método físico de inmovilización que puede llevarse a 
cabo de dos formas: por inclusión dentro de una matriz polimérica y/o por 
inclusión en la matriz del transductor. La matriz sólida porosa está 
generalmente, por monómeros fotocurables o polímeros del tipo poliacrilamina, 
PVC, colágeno, alginato, carraginato o resinas de poliuretano. También s
utilizar hidrogeles [64], como poly(
polímeros conductores, como polipirrol [65
 
Estas técnicas de atrapamiento poseen 
gran sencillez desde el punto de vista experimental, y
de material biológico. Otra ventaja adicional es que
alteración en su estructura, y está protegida de la contaminación por la matriz.
  
Como desventajas cabe destacar 
difusión del analito hasta el centro activo de la enzima, aumentando el ti
respuesta del sensor [25], y que el atrapamiento requiere un control riguroso de las 
condiciones de polimerización, ya que pueden alterarse los grupos reactivos de la 
proteína, lo que provocaría pérdidas en l
 
b) Microencapsulación. 
En este método, las enzimas están rodeadas de membranas semipermeables 
que permiten el paso de moléculas de sustrato y producto, pero no de la enzima. 
Los principales tipos de membranas usadas son acetato 
diálisis), policarbonato, Nafion, etc. 
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la gran barrera creada, que dificulta la 
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a actividad enzimática. 
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La microencapsulación permite que el material biológico esté en contacto 
directo con el transductor, manteniendo, a su vez, la alta selectividad de las 
enzimas, puesto que no se ven afectados por los cambios de pH, temperatura o 
fuerza iónica en el medio [47]. 
 
Entre las ventajas de este sistema destacan la unión íntima entre el 
biomaterial y transductor, además de su sencilla preparación. 
 
c)  Adsorción. 
 
Este tipo de inmovilización se basa en la unión de la enzima a un soporte 
sin funcionalizar, mediante interacciones de tipo no covalente: fuerzas 
electrostáticas, hidrofóbicas, fuerzas de Van der Waals o puentes de hidrógeno.   
 
El procedimiento de adsorción consiste en poner en contacto las moléculas 
de enzima con el material adsorbente, durante el tiempo suficiente para que se 
produzcan las interacciones. Se suelen utilizar diferentes sustancias con gran 
capacidad de adsorber material biológico, como por ejemplo alúmina, arcillas, 
grafito y geles de sílice.  
 
Los principales factores que influyen en la adsorción son: 
• El pH del medio, controla el número y la naturaleza de las cargas que 
presenta la superficie de la proteína y del sólido. 
• La fuerza iónica, al aumentar la fuerza iónica se produce la desorción de la 
enzima, ya que los iones inorgánicos se unen con más fuerza al soporte que 
la proteína. 
• El diámetro del poro, debe ser, aproximadamente, dos veces el tamaño del 
eje mayor del enzima. 
• La presencia de iones que actúen como cofactores del enzima, ya que 
pueden incrementar la carga enzimática del derivado. 
 
Es un método de preparación sencilla, bajo coste, y que no implica cambios 
de especificidad enzimática, pero tiene como inconvenientes que es poco estable 
desde el punto de vista mecánico, y que la unión con el soporte es débil, 
pudiéndose producir pérdida de enzima. 
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d) Entrecruzamiento (cross-linking). 
 
El método consiste en la utilización de reactivos bifuncionales 
(dialdehidos, diiminoésteres, diisocianatos, sales de bisdiazonio, e incluso, 
diaminas, si están activadas con carbodiimida) que originan uniones 
intermoleculares entre moléculas de enzima. Los entrecruzadores más utilizados 
son glutaraldehido, hexametildisocianato y 1,5-dinitro-2,4-diflorobenceno [25]. 
 
El entrecruzamiento permite eliminar las pérdidas de actividad enzimática 
debidas a efectos difusionales, entrecruzando el material biológico con proteínas 
sin actividad enzimática y rica en residuos de lisina como, por ejemplo, la 
seroalbúmina bovina (BSA) [63]. En la bibliografía, esta técnica, es ampliamente 
utilizada para la estabilización de enzimas [66]. 
 
Un procedimiento mixto de inmovilización, muy común, consiste en 
inmovilizar la enzima por adsorción en una matriz polimérica, consiguiéndose así 
una elevada carga enzimática, y posteriormente, modificarlo con entrecruzadores 
[67]. 
 
Esta  técnica se ha empleado en esta tesis para la fijación de la enzima 
glucosa oxidasa y tirosinasa en la superficie del electrodo compósito PVC/TTF-
TCNQ/Aucol como se verá en los capítulos siguientes.  
 
e) Unión Covalente. 
 
Este método se basa en la producción de uniones covalentes entre grupos 
funcionales de la enzima, que no son esenciales para su actividad catalítica, con 
grupos químicos de la matriz o directamente del transductor.  
 
De entre los 20 aminoácidos diferentes que se encuentran en la estructura 
de las enzimas, los más empleados para la formación de enlaces covalentes son 
principalmente la lisina, la cisteína, la arginina y los ácidos aspártico y glutámico. 
El resto de aminoácidos, debido a su carácter hidrófobo, no se encuentran 
expuestos hacia el exterior de la superficie proteica, y no pueden intervenir en la 
unión covalente [47]. 
 
Este tipo de inmovilización precisa del control de parámetros como el pH o 
la fuerza iónica de la solución, así como disponer de una superficie del transductor 
perfectamente limpia. La gran ventaja de este método es que permite conseguir 
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tiempos de vida muy largos [25]. Como inconvenientes, se pueden destacar la 
posible alteración del centro activo de la enzima, y el tratamiento con sustancias 
químicas tóxicas. 
 
2.6 Biosensor amperométrico enzimático. 
 
La primera publicación científica sobre un biosensor amperométrico se 
remonta a 1962, por Clark y Lions [68], para la determinación de glucosa en 
sangre. Desde entonces, estos dispositivos han sido de los más estudiados, 
especialmente los utilizados para la determinación de glucosa [69]. 
 
Estos biosensores combinan la elevada selectividad de las enzimas con la 
simplicidad de los transductores amperométricos. En la figura I.11 se muestra su 
funcionamiento básico. El analito difunde, primero a través de la disolución (i), y 
después, a través de la membrana (ii) (en el caso de existir), hasta entrar en 
contacto con el centro activo de la enzima, donde reacciona generando un 
producto, generalmente con propiedades redox (iii). Éste es oxidado o reducido 
sobre el electrodo (iv), generando un producto que difunde de nuevo a la disolución 
(v) [35]. 
 
La intensidad registrada es proporcional a la concentración del analito 
según la ley de Faraday (ecuación 8), estando limitada por los pasos (i) (ii) y (iii). 
La reacción electroquímica suele ser mucho más rápida que la enzimática, por 
tanto no se puede considerar un paso limitante del mecanismo global. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.11. Esquema de un biosensor de glucosa. (i) Difusión del analito y del cofactor al 
interior de la membrana; (ii) reacción enzimática; (iii) difusión de los productos hacia el 
electrodo y fuera de la membrana; (iv) reacción electroquímica; (v) difusión de los 
productos de la reacción electroquímica hacia la muestra. 
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Se han desarrollado diferentes métodos para la transferencia de electrones 
entre la enzima y el transductor amperométrico, lo que permite diferenciar tres 
generaciones de biosensores amperométricos (figura I.12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.12. Esquema de las tres generaciones de biosensores basados en oxireductasas.  
(a) Primera, (b) Segunda y (c) Tercera generación. 
 
a) Primera Generación. 
 
Están basados en la medida de uno de los productos, o del cofactor de la 
reacción enzimática. Por tanto, es necesario que la sustancia analizada tenga 
propiedades electroquímicas. 
 
El electrodo de Clark [68] pertenece a este grupo. Consiste en una 
membrana, compuesta por Glucosa oxidasa (GOx), inmovilizada sobre un 
electrodo que determina las variaciones de oxígeno en el medio. La concentración 
de glucosa presente en el medio es cuantificada mediante la reducción del oxígeno 
en el cátodo de platino a -700 mV. 
 
En 1973, Guilbault y Lubrano [70] desarrollaron un nuevo tipo de 
biosensor de primera generación, basado en la oxidación del agua oxigenada 
generada por la reacción enzimática. 
 
En el caso de biosensores basados en deshidrogenasas, es necesaria la 
presencia del cofactor nicotamida adenín dinucleótido (NAD+). El seguimiento de 
la reacción catalítica se realiza mediante la oxidación de NADH. 
 
El inconveniente de estos cofactores es la necesidad de aplicar 
sobrepotenciales muy altos, que pueden oxidar o reducir, a su vez, a otros analitos 
que haya en el medio (interferentes). Además, en este tipo de reacciones se dan 
procesos de polimerización de los productos de reacción, que suelen pasivar la 
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superficie del electrodo. Todo esto condujo a la utilización de mediadores, lo que 
dio paso a la segunda generación de biosensores amperométricos [71,72]. 
 
b) Segunda Generación. 
 
La segunda generación de biosensores incorpora un mediador, que se 
encarga de la transferencia electrónica entre el centro activo del enzima y la 
superficie del electrodo. 
 
El mediador debe reaccionar de manera rápida con el centro activo, 
minimizando así la competición con el cofactor natural del enzima [69]. Es 
necesario también que tenga buenas propiedades electroquímicas, por ejemplo un 
potencial redox próximo a cero, con lo que se consiguen eliminar las reacciones 
redox de posibles interferentes [73]. 
 
Los mediadores más utilizados, libres en disolución o inmovilizados junto 
con las enzimas, son entre otros el par ferri/ferrocianuro, 1,4-benzoquinona, 
derivados del ferroceno, TTF, TCNQ, Meldola´s blue y azul de metileno [35]. 
 
El primer biosensor de segunda generación data de 1984, y fue 
desarrollado por Cass y Davis [74], con ferroceno como mediador. 
 
c) Tercera Generación. 
 
Aquí, la transferencia electrónica entre el centro activo de la enzima y la 
superficie del electrodo se realiza de forma directa (figura 19(c)). Este tipo de 
biosensores muestra una mayor selectividad, puesto que trabajan a potenciales muy 
próximos a los intrínsecos del enzima, quedando menos expuestos a posibles 
interferentes [72]. En los últimos años, se han desarrollado diferentes trabajos 
basados en este tipo de transferencia electrónica [75-77]. 
 
Una de las mayores dificultades en la construcción de este tipo de 
biosensores se presenta en cómo optimizar la transferencia electrónica entre el 
centro activo del enzima y la superficie del electrodo. La gran mayoría de enzimas 
tiene el centro activo en su interior y hace imposible un contacto directo entre éste 
y la superficie del transductor. Una de las enzimas más viables para su utilización 
en este tipo de biosensores es la Horse Radish Peroxidasa (HRP), ya que su centro 
activo no está en el interior [35, 78]. 
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3. ELECTRODOS COMPÓSITOS. 
 
3.1 Introducción. 
 
Podemos definir un electrodo compósito como un material que consta de, 
al menos, una fase conductora en conjunción con, al menos también, una fase 
aislante, siendo el caso más usual el de un material que contenga una fase 
conductora y una fase aislante. 
 
Este tipo de electrodos ofrecen muchas ventajas, en comparación con los 
electrodos más tradicionales, consistentes en una fase conductora simple. Pueden 
fabricarse con gran flexibilidad en cuanto al tamaño y forma del material, 
permitiendo una fácil adaptación a una gran variedad de configuraciones 
electródicas.  
 
Los electrodos compósitos de metales preciosos ofrecen ventajas en forma 
de un menor peso, y de un menor coste, en comparación con los correspondientes 
electrodos conductores puros.  
 
En electroanálisis, una ventaja particular que presentan es la mayor 
relación señal/ruido (con respecto al electrodo conductor puro), lo que 
generalmente se traduce en mejores (menores) límites de detección.  
 
Quizás, el aspecto más interesante de los electrodos compósitos es la 
versatilidad que permiten para incorporar especies que intensifiquen la selectividad 
y/o la sensibilidad del propio material electródico, bien mediante modificación 
química del conductor y/o del aislante antes de la fabricación del compósito, o 
mediante incorporación física dentro de la matriz del compósito. A diferencia de 
los electrodos modificados superficialmente, estos electrodos compósitos pueden 
ser regenerados en su superficie sin pérdida de modificador. 
 
3.2 Clasificación. 
 
Los electrodos compósitos se pueden clasificar según el modo en el que el 
conductor y el aislante están distribuidos dentro del material compósito (figura 
I.13). Puesto que, por definición, un electrodo compósito debe tener, al menos, una 
fase conductora y una fase aislante entremezcladas de alguna manera, la superficie 
del electrodo compósito, en contacto con la disolución, consiste, necesariamente, 
en regiones de conductor separadas por regiones de aislante.  
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La primera clasificación está basada en si la disposición del conductor y 
del aislante está altamente ordenada (un array) o es aleatorio (un conjunto).
Figura I.13. Clasificación de los electrodos compósitos.
Los electrodos de array pueden clasificarse, posteriormente, dependiendo 
de si el conductor está confinado en la superficie de un 
la superficie de un conductor), o el conductor ordenado penetra en el seno del 
material. La mayoría de los electrodos de array utilizados en 
superficiales, y pueden encontrarse algunos ejemplos en la re
Petersen [79]. Estos arrays tienen geometrías bien definidas pero, sin embargo, sus 
superficies a menudo no son planas y pueden ser t
pulir, requiriéndose otra forma de regeneración superficial.
 
Los electrodos compósitos de conjunto
de la distribución del conductor a través de la matriz del compósito. 
 
Los materiales, en los que las partículas de conductor están distribuidas 
aleatoriamente por todo el aislante, se denominan 
partícula de conductor (o un agregado de partículas) tiene una probabilidad idéntica 
de ocupar cualquier punto en la matriz.  
 
Los compósitos dispersos pueden fabricarse en forma de pasta o sólidos. 
Pueden prepararse de dos formas. El método más común (mezclado con 
monómeros) implica la dispersión uniforme de un conductor en un monómero
es subsiguientemente polimerizado [79]. Alternativamente, el conductor puede 
dispersarse en un polímero o una cera fundidos o disueltos (mezclado con 
polímeros), y permitir que la mezcla se endurezca.
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En los compósitos consolidados, el conductor se extiende a través del 
compósito de modo reticulado, aleatorio, con regiones de aislante puro y de 
conductor puro, que no están entremezcladas. 
 
Los compósitos consolidados se pueden fabricar de dos maneras. Una de 
ellas implica la impregnación de un conductor poroso con un aislante, o bien de un 
aislante poroso con un conductor: son los compósitos impregnados. En este caso, la 
consolidación del conductor dentro del compósito (y, por tanto, en la superficie del 
electrodo) está predeterminada por la estructura porosa del conductor o del aislante.  
 
La segunda manera de formar electrodos consolidados implica la mezcla de 
un conductor en polvo con un polímero en polvo, y el moldeado por compresión de 
la mezcla, como  ocurre con los electrodos de grafito-polietileno, grafito-teflón y 
grafito-PVC. Estos materiales se llaman compósitos segregados.  
 
En electroanálisis, los compósitos consolidados en general, y los 
compósitos segregados en particular, presentan frecuentemente ventajas, en 
comparación con los compósitos dispersos. 
 
Los electrodos de array y los electrodos compósitos impregnados conducen 
a través de regiones bastantes continuas de conductor, mayoritariamente puro y 
homogéneo. Por otra parte, los electrodos compósitos segregados y los dispersos 
conducen a través de regiones bastantes discontinuas, altamente heterogéneas de 
conductor y aislante entremezclados; este proceso de conducción es descrito, a 
menudo, por modelos de percolación [79]. Para poseer una conductividad adecuada 
para su uso en electroanálisis, un material compósito segregado o disperso debe 
tener una fracción de volumen conductor, f, algo por encima de la composición 
crítica o umbral de percolación, fc. Esta composición crítica es significativamente 
menor para compósitos segregados que para compósitos dispersos. Para ambos 
tipos de materiales, la mayor fracción de volumen utilizable de conductor suele 
estar determinada por la estabilidad mecánica requerida para el material, y varía 
fuertemente con la naturaleza del aislante y del conductor. 
 
La superficie de un electrodo compósito puede asemejarse a un conjunto de 
microelectrodos. Es este aspecto el que da lugar a las mejoras en la relación 
señal/ruido para muchos electrodos compósitos, cuando se les compara con sus 
correspondientes fases conductoras puras.  
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4. NANOPARTÍCULAS METÁLICAS. 
 
4.1 Introducción. 
 
a) Revisión histórica. 
 
Las nanopartículas se vienen utilizando desde hace más de dos mil años 
como colorantes, generalmente en vidrieras y porcelanas [80], o con fines 
medicinales en la cultura egipcia. Un ejemplo es el vaso de Lycurgus (figura I.14), 
conocido en la cultura romana desde el siglo IV d.c.; está compuesto por una 
matriz de vidrio que contiene una pequeña cantidad de nanopartículas de oro y 
plata, lo que le confiere la capacidad de reflejar la luz verde y transmitir la luz roja. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.14.  Vaso de Lycurgus. 
 
Faraday [81] en 1857, y después,  Gustav Mie [82] en 1908 fueron los 
primeros en dar una explicación de las propiedades ópticas observadas en el vaso 
de Lycurgus.  
 
Faraday sintetizó numerosas suspensiones de partículas de oro usando 
diversos métodos, y comprobó que, aunque no conseguía verlas en su microscopio, 
reaccionaban con ácidos igual que el oro metálico. Consiguió controlar el color de 
las suspensiones de oro modificando el agente inductor y su concentración.  
 
Por su parte, Gustav Mie, usó las ecuaciones de Maxwell para demostrar 
que el color de las suspensiones de nanopartículas metálicas era debido a la 
excitación colectiva de los electrones libres de la banda de conducción, que pasan 
de la superficie de una partícula a otra. Esta excitación colectiva se conoce como 
resonancia plasmónica, la cual depende del tamaño de la partícula, e implica un 
cambio de la polarizabilidad de la misma. En su trabajo, Mie [82] asume que la 
frecuencia de excitación de las partículas depende de su constante dieléctrica, al 
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igual que los metales, pero también de la constante del medio que rodea la 
partícula. 
 
Para el caso de nanopartículas cuyo diámetro es menor que la longitud de 
onda de la radiación incidente, las expresiones matemáticas se puede aproximar 
usando solo la oscilación de un dipolo. La aproximación consigue un modelo que 
explica, con cierta precisión, el espectro de absorción de partículas pequeñas. Este 
estudio es fundamental para comprender el comportamiento óptico de las 
nanopartículas, así como los cambios que sufre su banda plasmónica al cambiar su 
entorno. 
 
b) Definición y características. 
 
Las partículas pueden clasificarse, según su tamaño, en partículas gruesas 
(>10 µm), partículas finas (en torno al µm) y partículas ultrafinas (< 100 nm). 
 
Por otro lado, se considera “nanopartícula” a una partícula de cualquier 
naturaleza cuyas dimensiones, al menos dos de las tres, se encuentra entre 1 y 100 
nm y menores de 10 nm, refiriéndose a ellas como nanopartículas de primera 
generación y de segunda generación, respectivamente. 
 
El concepto de nanopartícula engloba una serie de términos: 
 
• Partícula ultrafina: únicamente con que una de las dimensiones mida entre 
1 y 100nm. 
• Cluster: agrupación de hasta 50 unidades de átomos o moléculas. 
• Nanocristal: partícula sólida de estructura cristalina y tamaño nanométrico. 
• Punto cuántico: es un semiconductor cuyos electrones están confinados en 
las tres dimensiones espaciales. 
 
Existen otras clasificaciones, atendiendo a la forma de las nanopartículas 
(nanoesferas, nanobarras, etc), o a su conductividad (nanopartículas metálicas, 
dieléctricas o semiconductoras). 
 
Las nanopartículas, desde el punto de vista dimensional, representan un 
estado intermedio entre el mundo de las moléculas-átomos y los sistemas 
voluminosos. Mientras que, en el orden micrométrico, un material aún presenta 
propiedades similares a las del sólido voluminoso de la misma naturaleza química, 
en cambio, los nanomateriales poseen características radicalmente distintas. 
Capítulo I. Introducción 
 
 
48 
 
  
c) Aplicaciones. 
 
El gran esfuerzo realizado, en el conocimiento de las propiedades de los 
diversos tipos de nanopartículas, ha supuesto el aumento de los campos en los que 
tiene aplicación este tipo de nanomateriales. Al principio, la aplicación de 
nanopartículas (metálicas y de semiconductores) tenía lugar, casi exclusivamente, 
en áreas de almacenamiento y conversión de energía, mientras que, en la 
actualidad, se encuentran en productos, equipos y sistemas de uso común en 
nuestra sociedad. 
 
Algunas de las áreas en las que se han utilizado nanopartículas con éxito 
son: 
 
• Biomedicina. Gasas que contienen nanopartículas de plata para el 
tratamiento de quemaduras graves, dosificación de medicamentos [83], o 
eliminación de tumores [84].  
• Electrónica. Almacenamiento de información [85] o dispositivos 
electrónicos de efecto cuántico [86]. 
• Materiales. Aislantes y cerámicas flexibles/densas, mezclas nanopartículas 
polímeros que mejoran algunas propiedades de los polímeros, o mejora de 
la transferencia electrónica [87]. 
• Energía. Electrodos nanoestructurados para baterías [88, 89], y celdas de 
combustible [90-92]. 
• Medioambiente/química verde. Celdas solares [93] o descontaminación de 
agua por fotocatálisis [94]. 
• Catálisis. Catalizadores químicos [95], o sensores electroquímicos y 
bioquímicos [96-102]. 
 
4.2 Síntesis. 
 
Las propiedades de las nanopartículas dependen, en gran medida, de las 
características físicas de las mismas (tamaño, forma, etc.), por lo que no es de 
extrañar el gran número de métodos de síntesis propuesto. Éstos nos permiten 
sintetizar nanopartículas con propiedades específicas, siendo uno de los mayores 
retos, en la actualidad, su síntesis a gran escala. 
 
Existen diversos métodos de síntesis, tales como la ablación con láser 
[103], la nucleación desde vapor [104], la descomposición térmica de compuestos 
organometálicos [105], la sonólisis [106], la reducción térmica [107], el método 
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sonoelectroquímico [108], la irradiación con microondas [109], la radiolisis [110, 
111], la reducción fotoquímica [112], la reducción en micelas [113], la reducción 
electroquímica [114-116], y la reducción química de la correspondiente sal 
metálica. 
 
De todos estos métodos, el más utilizado es la reducción química, siendo el 
que se ha empleado en esta tesis. Para llevar a cabo dicha reducción, se necesita un 
agente reductor entre los que destacan el borohidruro de sodio [117-120], el 
hidrógeno [121], el citrato sódico [122], el ácido ascórbico [123], el 
dimeltilsufóxido [124], la dimetilformamida [125], la hidracina [126, 127], la 
hidroxilamina [124], el etilenglicol [128, 129] o el polietilenglicol [130]. 
 
Sin embargo, es difícil obtener dispersiones de nanopartículas estables, ya 
que éstas tienden a aglomerarse, generando partículas de mayor tamaño. Para evitar 
estas aglomeraciones, se suelen utilizar agentes estabilizantes. Existen dos métodos 
básicos de estabilización: el electrostático y el estérico. 
 
 La estabilización electrostática se basa en la repulsión entre las cargas de 
la doble capa eléctrica, formada por los iones adsorbidos en la superficie de la 
partícula y los correspondientes contraiones.  
 
La estabilización estérica está relacionada con el escudo que proporcionan 
los protectores orgánicos (normalmente de cadena larga) unidos a las partículas. 
Algunos de estos protectores son los citratos y las sales de amonio cuaternario. 
 
4.3 Propiedades ópticas de las nanopartículas metálicas. 
 
Las particulares propiedades ópticas que tienen algunas nanopartículas 
metálicas están relacionadas con su tamaño, y con el confinamiento de los 
electrones en un espacio menor que la longitud de onda de la radiación incidente. 
Cuando incide un haz de radiación electromagnética sobre una partícula del tamaño 
adecuado, se produce una polarización superficial de la partícula y del medio que la 
rodea, lo que provoca un movimiento oscilatorio de los electrones en la banda de 
conducción, a una frecuencia característica denominada frecuencia de resonancia 
plasmónica. 
 
La longitud de onda en la que aparece la banda plasmónica depende, tanto 
del tamaño de partículas, como del medio que la rodea. Un aumento en la constante 
dieléctrica del medio produce un desplazamiento batocrómico de la banda 
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plasmónica [121, 131]. Esto implica que, cambios en la naturaleza y concentración 
del medio, produzcan desplazamientos predecibles de la banda plasmónica [132]. 
El cambio del índice de refracción del disolvente también influye en la posición de 
la banda plasmónica, sufriendo desplazamientos batocrómicos cuando el índice 
refracción aumenta. 
 
La banda plasmónica no aparece cuando el tamaño de las partículas es 
mayor que la longitud de onda incidente, al igual que cuando las partículas tienen 
un tamaño menor a un valor límite, el cual varía en función del tipo de partícula 
[109]. Por ejemplo, en las nanopartículas de oro no se observa banda plasmónica 
hasta que las partículas alcanzan 3 nm de tamaño. Por debajo de este valor, aparece 
una fuerte absorción a longitudes de onda menores de 300 nm, pero no hay banda 
plasmónica. 
 
Finalmente, hay que destacar que tanto la forma como la posición de la 
banda plasmónica dependen, también, de la forma de la nanopartícula. 
 
 
4.4 Propiedades catalíticas de nanopartículas metálicas. 
 
En una reacción determinada, la eficacia de un catalizador depende del 
tamaño de la nanopartícula, su composición, su dispersión, el soporte en el que se 
encuentra, su estructura cristalográfica, y su estabilidad. 
 
a) Tamaño de partícula. 
El control del tamaño de las nanopartículas metálicas es importante por su 
relación área activa-inactiva, y por la selectividad en su actividad como catalizador. 
 
b) Composición de la partícula. 
El material del cual está compuesta la nanopartícula determinará la 
reactividad de la misma. 
 
c) Estructura cristalográfica de la partícula. 
El número de defectos y terrazas accesibles de una nanopartícula, para una 
molécula determinada, depende de la estructura cristalográfica de la primera. 
 
d) Soporte para la partícula. 
En muchas ocasiones, es necesario anclar las nanopartículas a un soporte 
cuya misión es, por una parte, conectar al catalizador con el soporte-electrodo, por 
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lo que el soporte debe ser conductor; y por otra, proteger las nanopartículas 
evitando su degradación y aumentando su vida útil. Un ejemplo de soportes 
utilizados recientemente son los polímeros conductores [133 -136]. 
 
 
5. CARACTERÍSTICAS DE LAS NANOPARTÍCULAS DE ORO.  
 
Las nanopartículas de metales nobles, especialmente las de oro, han 
despertado un gran interés, debido a sus interesantes propiedades estructurales, 
electrónicas, magnéticas, ópticas, y catalíticas. Estas propiedades dependen, en 
gran medida, de su tamaño y de su forma, los cuales vienen determinados por las 
condiciones experimentales empleadas en su obtención. Así, se producen cambios 
considerables en las propiedades ópticas del material al disminuir el tamaño de 
partícula a escala nanométrica. Por ejemplo, las disoluciones coloidales de 
nanopartículas de oro presentan un color rojo característico, color rubí, derivado de 
las dimensiones de las partículas del metal. 
 
La absorbancia de plasmón superficial es una propiedad característica de 
superficies de un tamaño determinado; no se observa en partículas de tamaño 
inferior a 1‐2 nm, ya que sus electrones están en niveles de energía discretos; por 
otra parte, el oro metálico presenta una absorción continua en la región UV/Vis/IR. 
En el caso de las nanopartículas de oro, esta absorción continua decae 
drásticamente, excepto en una zona concreta denominada banda de absorción del 
plasmón. 
El comportamiento plasmónico de las nanopartículas de oro viene también 
determinado por su funcionalización, pudiendo emplearse la medida de la 
absorbancia del plasmón para caracterizar las nanopartículas. 
 
Uno de los problemas asociados a las nanopartículas de oro es la elevada 
tendencia que presentan a flocular en presencia de electrolitos. Por tanto, es 
necesario tomar las precauciones necesarias en su preparación, con el fin de evitar 
la formación de agregados o su precipitación. 
 
Generalmente, la preparación de nanopartículas de oro implica la reducción 
química de una sal de oro en medio acuoso u orgánico, en presencia de un agente 
estabilizante o protector adecuado, el cual se une a la superficie de las 
nanopartículas, aumentando su estabilidad y neutralizando las fuerzas 
electrostáticas. Las dispersiones de las nanopartículas preparadas en presencia de 
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un estabilizador son estables, a temperatura ambiente, durante largo tiempo, no 
observándose precipitación del coloide al cabo de varios meses. 
 
Se han empleado una gran variedad de agentes estabilizantes. Sin embargo, 
el procedimiento más utilizado de obtención de nanopartículas, probablemente 
debido a su sencillez y los buenos resultados que proporciona, es el basado en el 
uso de citrato como reductor, que a su vez actúa de estabilizante, impidiendo la 
formación de agregados [137]. Además, es de gran importancia destacar que las 
partículas sintetizadas por este método pueden considerarse esferas monodispersas, 
cuyo tamaño puede ser controlado fijando la concentración de citrato empleada.  
 
En la figura I.15 se esquematiza el proceso de reducción del oro iónico que 
tiene lugar cuando se añade el reductor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.15.  Reducción de oro iónico para formar partículas de oro 
Antes de añadir el reductor, sólo hay iones oro en la disolución. 
Inmediatamente después de adicionar el reductor, se produce un crecimiento 
brusco en el número de átomos de oro en disolución, hasta alcanzar una situación 
de sobresaturación. Después de este proceso, tiene lugar el crecimiento de las 
partículas formadas en el proceso de nucleación, dando lugar a la aparición de 
agregados. 
 
La cantidad de reductor  adicionada determina el número y el tamaño de 
las partículas de oro obtenidas. Así, una cantidad elevada de reductor da lugar a la 
formación de un gran número de átomos de oro (núcleos) iniciales y, por tanto, a la 
obtención de un mayor número de partículas de oro de menor tamaño. 
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Las condiciones de preparación óptimas implican la formación rápida y 
simultánea de las partículas iniciales, de modo que su crecimiento es exactamente 
el mismo, obteniéndose así nanopartículas de oro del mismo tamaño 
(monodispersas). 
 
El color de la suspensión obtenida, rojo rubí, es señal de la calidad de las 
partículas obtenidas, en cuanto a forma esférica y tamaño nanométrico 
reproducible. Una suspensión de color púrpura es señal de que se ha producido la 
agregación de partículas, obteniéndose partículas de forma y tamaño 
irreproducible. La uniformidad en el tamaño es esencial en la fabricación de 
dispositivos basados en el empleo de nanopartículas de oro, capaces de 
proporcionar medidas estables y reproducibles. 
 
Las nanopartículas, así preparadas, poseen carga superficial negativa como 
consecuencia de la débil unión al citrato, empleado como reductor. Debido a la 
carga, las partículas se repelen entre sí, manteniéndose en suspensión 
indefinidamente. 
 
La longitud de onda del máximo de absorción del plasmón depende, tanto 
del tamaño como de la forma de la nanopartícula. Por otra parte, la posición de la 
banda del plasmón varía con la funcionalización de las nanopartículas. Este 
fenómeno puede aprovecharse para la caracterización de las nanopartículas 
sintetizadas. Así, por ejemplo, las partículas de 15 nm de diámetro presentan un 
máximo a 520 nm. 
 
Otro procedimiento para la obtención de nanopartículas de oro implica el 
empleo de derivados de tioles, que permiten la preparación de nanopartículas 
funcionalizadas con una gran variedad de ligandos orgánicos y biomoléculas, sin 
pérdidas de su actividad. En presencia de estas moléculas protectoras, tiene lugar 
un recubrimiento de la superficie del agregado incipiente, evitando su excesivo 
crecimiento y la pérdida de sus propiedades coloidales. Esta adsorción ocurre por 
la formación de enlaces covalentes Au‐S, según la reacción: 
 
Au + RSH                    Au‐SR + ½ H2 
 
La fortaleza de estos enlaces viene determinada por la alta afinidad 
química del grupo tiol hacia los átomos de oro. 
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Otras posibilidades de obtener estas nanopartículas implican la 
encapsulación de las nanopartículas en fase acuosa, en el interior de micelas 
inversas presentes en microemulsiones, o la dispersión de las mismas en matrices 
poliméricas. 
 
A pesar de los grandes progresos en la síntesis de nanopartículas de oro, 
aún se están diseñando nuevos procedimientos que permitan un mayor control del 
tamaño, forma y reactividad química de las nanopartículas preparadas, habida 
cuenta de sus numerosas aplicaciones en campos tan importantes como la 
obtención de los nanosensores, biosensores, catálisis y nanoelectroquímica. 
 
Por otra parte, cabe destacar el interés creciente que han recibido la 
preparación de bioconjugados, basados en la modificación de las nanopartículas de 
oro por unión a moléculas biológicas, ya que en estos materiales híbridos pueden 
conjugarse las propiedades inherentes a las partículas metálicas coloidales, con las 
de reconocimiento molecular propias de este tipo de moléculas. Así, se han 
desarrollado procedimientos de síntesis de nanopartículas de oro de tamaño y 
forma controlados que, además, pueden ser funcionalizadas fácilmente con 
biomoléculas como péptidos, enzimas, anticuerpos, ADN, etc. 
 
 
6. ELECTRODOS MODIFICADOS CON NANOPARTÍCULAS 
DE ORO. 
 
6.1 Introducción. 
 
La preparación y el empleo de superficies electródicas nanoestructuradas 
constituyen una línea de investigación de gran interés y actividad en electroanálisis. 
De entre los diferentes tipos de nanomateriales existentes para la preparación de 
sensores y biosensores electroquímicos, merece destacarse el empleo de nanotubos 
de carbono y nanopartículas de oro. En la naturaleza, se pueden encontrar 
materiales nanoestructurados metálicos, óxidos y semiconductores. En cuanto a las 
nanopartículas metálicas, éstas poseen excelentes propiedades conductoras y 
catalíticas, permitiendo la construcción de “nanoarrays”, con una relación 
señal/ruido de varios órdenes de magnitud superior a la de los electrodos 
convencionales, y con la ventaja de que pueden obtenerse series ordenadas de 
nanoelectrodos en una o varias dimensiones. 
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El empleo de nanopartículas de oro para la modificación de superficies 
electródicas es aplicable, tanto a la construcción de sensores químicos, como de 
biosensores. En el primer caso, las nanopartículas, funcionalizadas o no, actúan 
como fase sensora, catalizando los procesos redox de algunas moléculas de interés, 
tales como el peróxido de hidrógeno, el oxígeno o el NADH, ya que éstas 
participan en reacciones bioquímicas útiles desde el punto de vista analítico, y que 
además pueden monitorizarse empleando técnicas electroquímicas [138, 139]. En 
el caso de los biosensores, el acoplamiento de nanopartículas de oro con los 
elementos de reconocimiento biológico permite construir fases sensoras con 
propiedades mejoradas. 
 
En la bibliografía, aparecen descritas diversas estrategias para la 
modificación de diferentes superficies electródicas con nanopartículas de oro, entre 
las que cabe destacar:  
 
a) la unión de las nanopartículas a los grupos activos de monocapas 
autoensambladas (SAMs),  
b) la adsorción de las nanopartículas de oro sobre la superficie electródica, 
por inmersión del electrodo en una disolución de oro coloidal durante un 
tiempo determinado,  
c) la inmovilización directa de las nanopartículas sobre la superficie 
electródica, mediante electrodeposición del nanomaterial. Para ello, se 
sumerge el electrodo en una disolución de ácido tetracloroaúrico, y se 
aplica un potencial durante un tiempo determinado. La variación del 
potencial aplicado, y del tiempo de aplicación permiten controlar el tamaño 
de las partículas electrodepositadas, y  
d) la incorporación a la matriz, en el caso de emplear electrodos compósitos. 
 
A continuación, se citan algunos de los numerosos ejemplos encontrados 
en la bibliografía, en los que se describen sensores nanoestructurados que 
aprovechan el efecto electrocatalítico ejercido por las nanopartículas de oro, efecto 
que produce una disminución del potencial de trabajo, y una mejora las 
características analíticas del sensor [137].  
 
a) Sensor para la determinación de metionina [140], en el que las 
nanopartículas de oro son inmovilizadas sobre un electrodo de pasta de carbono, 
previamente modificado con una monocapa de cisteamina. La modificación de la 
superficie electródica con este nanomaterial permite obtener un bajo límite de 
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detección, y llevar a cabo un método selectivo de detección de metionina en 
presencia de otros aminoácidos o vitaminas.  
 
b) Electrodo de carbono vitrificado modificado con una película de 
metiltrimetoxisilano y nanopartículas de oro, para la obtención de un sensor de 
peróxido de hidrógeno. Es de destacar el bajo límite de detección, sin el empleo de 
mediador ni de enzimas inmovilizadas [141]. 
 
c) Jena y col. [142, 143] han reportado un diseño para la determinación de 
glucosa, basado en el empleo de nanopartículas de oro autoensambladas a los 
grupos tioles de una matriz tridimensional sol‐gel. Consiguen obtener la señal de 
oxidación de la glucosa a bajos potenciales, con una excelente sensibilidad y límite 
de detección.  
 
d) Detección selectiva de dopamina en presencia de ácido ascórbico [144]. 
Las nanopartículas de oro han sido inmovilizadas sobre un electrodo de oro, 
previamente modificado con una monocapa de cisteamina. Los resultados ponen de 
manifiesto la buena sensibilidad y selectividad obtenida para ambas especies, con 
respecto al empleo de un electrodo de oro sin modificar.  
 
e) Empleo de un electrodo de carbono vitrificado, modificado con una 
película polimérica de poli (3,4‐etilendioxitiofeno) (PEDOT) y nanopartículas de 
oro, para la determinación de dopamina en presencia de ácido ascórbico [145]. 
 
f) Sensor nanoestructurado desarrollado por Goyal y col. [146], para la 
determinación de biomoléculas de interés clínico. La preparación del sensor 
implica el empleo de una superficie electródica de óxido de titanio e indio (ITO), 
modificada con nanopartículas de oro quimisorbidas. El sensor ha sido aplicado a 
la determinación de un corticoide sintético con propiedades antiinflamatorias, en 
muestras de orina y sangre. 
 
g) Sensor desarrollado por Jin y col. [147] para la determinación de 
epinefrina en presencia de ácido ascórbico. Proponen como superficie electródica 
un electrodo de carbono vitrificado, sobre el que se electrodepositan las 
nanopartículas de oro, consiguiendo determinar ambas especies de forma selectiva.  
 
h) Electrodos serigrafiados (“screen‐printed”) de carbono vitrificado y de 
grafito, modificados con nanopartículas de oro; empleados para la determinación 
de arsénico [148] y antimonio [149]. 
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i) Microsensor propuesto por Zhu M. y col. [150] para la determinación de 
óxido nítrico, empleando microelectrodos de platino, modificados con una 
monocapa de cisteína sobre la que se unen covalentemente las nanopartículas de 
oro.  
 
6.2 Biosensores enzimáticos con nanopartículas de oro. 
 
Además de las propiedades superficiales, electrónicas y catalíticas únicas 
de sistemas electroanalíticos basados en nanopartículas de oro [151, 152],  estos 
sistemas presentan la ventaja de que las enzimas adsorbidas retienen su actividad 
biológica, lo que no ocurre sobre otros materiales electródicos, como superficies 
metálicas pulidas, debido probablemente a la mayor libertad de orientación que 
poseen las biomoléculas inmovilizadas sobre las nanopartículas [153]. 
 
Por otra parte, las nanopartículas actúan como medio de conducción 
electrónico entre el grupo prostético de las enzimas y la superficie del electrodo, 
facilitando la transferencia electrónica. Esta ventaja se ha aprovechado para la 
preparación de biosensores enzimáticos sin necesidad de mediador (electrodos de 
tercera generación), en los que las nanopartículas de oro posibilitan la transferencia 
de carga directa entre el grupo redox de la proteína y la superficie del electrodo, 
alcanzándose elevados niveles de estabilidad y sensibilidad [151, 154]. 
 
Estrategias para desarrollar biosensores enzimáticos, basados en el empleo 
de nanopartículas de oro: 
 
a) El diseño más simple consiste en la deposición directa de las 
nanopartículas sobre la superficie electródica. Esta configuración permite obtener 
biosensores estables, de respuesta rápida y elevada sensibilidad. Así, Zhang y col. 
[155] prepararon un biosensor para la determinación de glucosa, en el que la 
enzima glucosa oxidasa (GOx) se inmoviliza por unión covalente sobre un 
electrodo de oro, previamente modificado con nanopartículas de oro. En otro 
trabajo, Shulga y col. [156] demuestran que la electrodeposición de nanopartículas 
de oro sobre un electrodo de oro proporciona una superficie electródica adecuada 
para la inmovilización de la enzima acetilcolinesterasa. El biosensor obtenido se 
utilizó para la determinación de carbofuran, a muy bajos niveles de concentración. 
 
b) En un trabajo realizado por Agüí y col. [157], se inmoviliza la enzima 
xantina oxidasa (XOD) por entrecruzamiento con glutaraldehído. La preparación 
del biosensor implica la electrodeposición previa de nanopartículas de oro sobre la 
Capítulo I. Introducción 
 
 
58 
 
  
superficie de un electrodo de pasta de carbono, y posterior inmovilización de la 
enzima por entrecruzamiento con glutaraldehído y BSA. El biosensor se empleó 
para la determinación de hipoxantina (Hx), en sardinas y carne de pollo. Este 
biosensor permite realizar dicha detección a un potencial de 0 V, minimizando 
interferencias como el ácido ascórbico.  
 
c) Superficies electródicas modificadas con monocapas autoensambladas 
de tioles. Esta estrategia permite la incorporación de enzimas, mediadores, agentes 
de entrecruzamiento o nanopartículas metálicas que, junto con la variedad de 
cadenas hidrocarbonadas de diferente longitud de que se dispone, permite una gran 
versatilidad en el diseño del sensor para diferentes aplicaciones. Además, los 
dispositivos basados en el empleo de monocapas autoensambladas proporcionan, 
en general, una elevada relación señal/ruido, y una buena reproducibilidad de las 
medidas realizadas, así como de los procedimientos de fabricación. 
Como ejemplos, cabe destacar la preparación de biosensores de glucosa 
oxidasa empleando distintas configuraciones basadas en el empleo de monocapas 
autoensambladas sobre un electrodo de oro. De entre ellas, la obtenida 
incorporando oro coloidal y GOx sobre una monocapa de cisteamina es la que 
proporciona una mayor sensibilidad, y un mayor tiempo de vida operacional [158]. 
Otro ejemplo es la preparación de un biosensor de peroxidasa, basado también en 
el empleo de monocapas de cisteamina y nanopartículas de oro para el estudio de la 
transferencia electródica directa de la enzima inmovilizada, observándose la 
aparición de un par de picos en el voltamperograma cíclico correspondiente, 
atribuidos a la reacción enzimática. El biosensor muestra una excelente respuesta 
electrocatalítica para la reducción de H2O2, sin necesidad de mediador [159]. 
También, Lin y col. [160] han preparado un biosensor amperométrico de 
peroxidasa basado en la modificación de un electrodo de oxido de indiotitanio 
(ITO) con una monocapa de (3‐mercaptopropil) trimetoxisilano y nanopartículas de 
oro, y posterior coinmovilización de la enzima peroxidasa y del mediador 
tetrametilbencidina.  
 
d) Incorporación de nanomateriales a matrices compósitas. Proporciona 
biosensores con excelentes características analíticas, ya que los dispositivos 
obtenidos unen, a las ventajas propias de los nanomateriales, las derivadas de los 
electrodos compósitos, tales como baja corriente de fondo y gran versatilidad, 
como consecuencia de la posibilidad de incorporar diferentes sustancias a la matriz 
electródica, sin necesidad de enlaces covalentes. Además, constituyen un depósito 
tridimensional de enzima cuya superficie puede renovarse por simple pulido. 
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Como ejemplo de este diseño se puede citar la incorporación de 
nanopartículas de oro a una mezcla compósita de grafito en polvo y aceite de 
parafina, utilizada para fabricar electrodos de pasta de carbono, así como de 
distintas enzimas. Con este diseño se ha construido un biosensor de glucosa de  
elevada sensibilidad sin necesidad de mediador [153], un biosensor de peroxidasa 
[161], y uno de tirosinasa para la monitorización de fenol [151], todos ellos 
preparados mezclando la enzima, el oro coloidal y los componentes de la pasta de 
carbono. Otro ejemplo, sería el electrodo de PVC/TTF-TCNQ/Aucol que se presenta 
en esta tesis, para la determinación de glucosa y polifenoles. 
 
e) Superficies nanoestructuradas de nanotubos de carbono (CNT), 
modificadas con nanopartículas de oro. Se logran dispositivos que mejoran su 
capacidad para la inmovilización estable de biomoléculas. De este modo, se 
obtienen materiales híbridos con una elevada estabilidad y capacidad de 
biosensorización. Los electrodos modificados con nanotubos de carbono exhiben 
efectos electrocatalíticos intensos hacia la oxidación de moléculas tales como 
NADH y peróxido de hidrógeno. En este contexto, Manso y col. [162] han 
preparado un biosensor compósito de oro coloidal‐CNT empleando teflón como 
aislante, el cual proporciona una respuesta más sensible hacia el peróxido de 
hidrógeno que la obtenida empleando otros electrodos compósitos, incluyendo los 
basados en CNT solamente. La incorporación de glucosa oxidasa a esta matriz 
permite preparar un biosensor de glucosa sin necesidad de mediador, alcanzándose 
una sensibilidad superior a la de otros biosensores de glucosa encontrados en la 
bibliografía. El valor de la constante de Michaelis‐Menten, 14.9 mM, pone de 
manifiesto la elevada afinidad enzima‐sustrato, debido al adecuado microambiente 
que proporcionan las nanopartículas de oro. Otra configuración semejante se basa 
en la inclusión de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) en la misma matriz 
compósita, observándose un marcado incremento en la respuesta de oxidación de 
NADH, comparada con la de otros biosensores [163]. 
 
f) Inmovilización selectiva de las nanopartículas de oro sobre la superficie 
de nanotubos previamente funcionalizados. Por ejemplo, el empleo de agentes 
dispersantes, ya sean catiónicos, como polietilenamina, o sean aniónicos, como el 
citrato, cambia las propiedades ácidas o básicas de la superficie [164]. De este 
modo, las nanopartículas de oro pueden unirse a los nanotubos por atracción 
electrostática. La modificación de un electrodo de carbono vitrificado con una 
película del nanomaterial permite la transferencia electrónica directa entre la 
enzima y el electrodo, sin observarse pérdida de su actividad biológica, 
proporcionando una respuesta electrocatalítica para la reducción de peróxido de 
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hidrógeno. Otra configuración consiste en la unión covalente de nanotubos de 
carbono y nanopartículas de oro a un electrodo de carbono vitrificado, modificado 
con poli(tionina). El efecto sinérgico del nanomaterial híbrido, unido a la excelente 
capacidad mediadora del polímero redox, permite el diseño de biosensores que 
proporcionan una rápida transferencia electrónica, además de una inmovilización 
más eficiente de la enzima, en comparación con otras configuraciones basadas en 
el empleo de nanotubos de carbono,  o de nanopartículas de oro de forma 
individual [165]. 
 
g) Tecnología sol‐gel. Permite la preparación de redes tridimensionales 
adecuadas para la encapsulación de una gran variedad de biomoléculas. Los 
materiales híbridos sol‐gel, obtenidos por encapsulamiento de nanopartículas de 
oro en la matriz, son ampliamente utilizados para la preparación de biosensores. 
Como ejemplo, cabe citar la preparación de un biosensor de acetilcolinesterasa 
basado en un sol‐gel tridimensional de silicato y nanopartículas de oro, que 
proporciona un microambiente biocompatible, de forma que la enzima mantiene su 
actividad biológica, y se garantiza la inmovilización estable en la matriz. Este 
biosensor ha permitido la determinación sensible de pesticidas como metilparation 
y carbaril. Otras características de interés de este diseño es la exactitud de las 
medidas, la sencillez del procedimiento empleado, así como su bajo coste [166]. 
 
h) Combinación de la tecnología sol‐gel y de las monocapas 
autoensambladas, empleando alcóxidos de silicio tiolados. De esta forma, las 
nanopartículas pueden ensamblarse en el interior y en la superficie del sol‐gel, 
incrementándose el área activa del electrodo. Las nanopartículas pueden actuar 
como centros de conducción y facilitar la transferencia electrónica [167]. Un 
diseño de biosensor nanoestructurado, basado en el empleo de una configuración 
similar, es el que consiste en inmovilizar una enzima deshidrogenasa y 
nanopartículas de oro en una matriz sol‐gel funcionalizada con una monocapa. Las 
nanopartículas de oro se unen a la matriz a través de los grupos tioles terminales de 
la monocapa, constituyendo una serie de nanoelectrodos autoensamblados a una 
red tridimensional. El electrodo muestra una excelente estabilidad operacional, y ha 
sido  aplicado a la detección de lactato y etanol [142]. Otro ejemplo es el biosensor 
de glucosa desarrollado por Zhong y col. [168], que se basa en la formación de una 
doble capa bidimensional de mercaptopropiltrimetoxisilano (MPS) sobre un 
electrodo de oro. El biosensor proporciona una excelente respuesta electrocatalítica 
para la glucosa empleando Co(byp)3
+3 como mediador. 
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i) Técnica “layer‐by‐layer” (LBL). Resulta muy atractiva, ya que ha 
producido diseños muy reproducibles, estables y muy sensibles. Wu y col. [169] 
prepararon, mediante esta técnica, un biosensor amperométrico de glucosa basados 
en la formación de multicapas de glucosa oxidasa, chitosan, y nanopartículas de 
oro. El dispositivo obtenido proporcionó una excelente actividad catalítica hacia la 
glucosa. Otro diseño similar se basa en la formación de multicapas de glucosa 
oxidasa/nanopartículas de oro sobre una superficie de oro, modificada con 
cisteamina. En este caso, se observa una correlación directa entre la respuesta 
bioelectrocatalítica y el número de bicapas depositadas, relacionado éstas con la 
cantidad de enzima activa inmovilizada sobre el electrodo [170]. 
 
 
7. CARACTERÍSTICAS DEL ELECTRODO COMPÓSITO 
PVC/TTF-TCNQ. 
  
Las sales orgánicas conductoras (SOC) presentan un gran interés 
electroquímico, puesto de manifiesto en su empleo como materiales electródicos, 
bien permitiendo una transferencia electrónica directa con compuestos 
electroactivos, o bien actuando como mediadores en la construcción de nuevos 
electrodos.  
 
Tomando como base las buenas propiedades de estabilidad de los 
conocidos electrodos de PVC/grafito [171, 172], Rodríguez-Amaro y col. [173] 
han desarrollado un procedimiento de preparación de un electrodo compósito, en el 
que la sal orgánica conductora tetratiofulvaleno tetracianoquinodimetano (TTF-
TCNQ) sustituye como fase conductora al grafito.  
 
La incorporación de la sal TTF-TCNQ como fase conductora permite la 
preparación de electrodos compósitos en forma de pastillas rígidas, que exhiben 
muy buenas propiedades electroquímicas, una elevada sensibilidad y, también, una 
alta estabilidad mecánica. Además, son fáciles y asequibles de preparar, poseen una 
elevada estabilidad, y proporcionan resultados muy reproducibles, siendo su 
superficie fácilmente regenerable. Su aplicabilidad en sistemas de flujo continuo se 
ha probado, satisfactoriamente, en la detección amperométrica del ácido ascórbico, 
consiguiendo mejorar la respuesta del electrodo convencional de PVC/grafito, así 
como en el desarrollo de nuevos biosensores de glucosa de tercera generación 
[174]. 
 
Capítulo I. Introducción 
 
 
62 
 
  
Muchos estudios voltamperométricos recientes se han centrado en 
identificar los procesos que tienen lugar en las micropartículas de TTF y TCNQ 
confinadas en una superficie, y han podido concluir que, durante tales procesos, se 
produce un intercambio de los iones del electrolito soporte. 
 
 En el caso de electrodos sólidos formados por la sal TTF-TCNQ, autores 
como Jaeger y Bard [175, 176], El Kacemi y Lamache [177], Brajter-Toth y col. 
[178], y Scaboo y Chambers [179] han estudiado los correspondientes procesos 
redox, obteniendo que la oxidación de la sal ocurre en torno a los 0.5 V (pico C1 de 
la figura I.16). La reacción de oxidación viene dada por: 
 
 
 
En el semiciclo inverso aparece un pico a 0.45 V, debido a la reducción de 
la especie TTF2+(Br-)2 formado durante la oxidación (pico C2 de la figura I.15). 
 
 
 
Una vez producida la reacción de oxidación de la sal, si el de barrido de 
potencial se limita en el intervalo comprendido entre  –0.2 y 0.45 V, entonces los 
picos debidos al par TCNQ/TCNQK (B1/B2 de la figura I.16) y al par TTFBr/TTF 
(A1/A2 de la figura I.16) persisten en estado estacionario. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.16: Voltamperograma cíclico típico de “Activación por Oxidación” a E > 0.5 V 
(vs Ag/AgCl), del electrodo PVC/TTF-TCNQ en disolución acuosa 1 M KBr, a una 
velocidad de barrido de 0.01V s
-1
 
 
Si tras activar el electrodo por oxidación hasta 0.6 V, el rango de potencial 
aplicado se reduce al intervalo de –0.1 a 0.4 V, aparecen sólo los picos del par 
( )0 2( ) ( ) ( )
2 ( )
2 2
s s s
s
TTF TCNQ Br e TCNQ TTF Br
− − + − 
− + + → +
 
( )2 ( )( )2 ( ) ( ) aqssTTF Br e TTF Br Br+ − − − −+   + → +  
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TCNQ/TCNQK (B1/B2 línea roja de la figura I.17), y la reacción que tiene lugar 
en este proceso es la siguiente: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.17. Voltamperograma cíclico de activación por oxidación, a 0.6 V (vs Ag/AgCl), 
del electrodo PVC/TTF-TCNQ, y voltamperograma cíclico reduciendo el barrido de 
potencial de -0.1 a 0.4 V en disolución acuosa 1 M KBr, a una velocidad de barrido de 
0.01V s
-1
 
 
Sin embargo, si tras activar el electrodo por oxidación hasta 0.6 V, el rango 
de potencial se limita de –0.25 a 0.3 V, se observan los picos debidos al par 
TTFBr/TTF (A1/A2, figura I.18 línea azul), y la reacción que tiene lugar es: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.18. Voltamperograma cíclico de activación por oxidación, a 0.6 V (vs Ag/AgCl), 
del electrodo PVC/TTF-TCNQ, y voltamperograma cíclico reduciendo el barrido de 
potencial desde –0.25 a 0.3 V, en disolución acuosa 1 M KBr, a una velocidad de barrido de 
0.01V s
-1
 
( ) ( ) ( )TCNQ s K aq e K TCNQ− −+ ++ + 
( ) ( ) ( )( )TTF s Br aq e TTF Br− −− ++ − 
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Teniendo en cuenta estos resultados, se llega a la conclusión de que es 
posible polarizar el electrodo PVC/TTF-TCNQ en cualquier potencial 
comprendido entre –0.1 V y 0.50 V, sin que se produzcan problemas asociados con 
la descomposición de la sal. 
 
 
8. TÉCNICAS ELECTROQUÍMICAS. 
 
Con las técnicas electroquímicas se introduce una señal eléctrica en el 
sistema, y se obtiene información del mismo analizando la respuesta eléctrica que 
genera a dicha señal.  
 
Mediante un potenciostato, y gracias a las diversas técnicas disponibles, se 
pueden aplicar los métodos más interesantes para cada sistema, y se pueden 
realizar los estudios necesarios para la caracterización del mismo. En esta tesis se 
han aplicado, principalmente, las técnicas que se comentan a continuación. 
 
8.1 Voltamperometría cíclica. 
 
La voltamperometría cíclica es probablemente la técnica electroanalítica 
más eficiente y versátil para el estudio mecanístico de las reacciones electródicas y, 
normalmente, es el primer experimento a realizar en un estudio electroquímico. 
 
Se caracteriza por la aplicación al electrodo de trabajo, cuyas condiciones 
son estacionarias y sin agitación de la disolución, de una señal de potencial 
triangular (figura I.19). El potencial aplicado va desde un potencial inicial (E0) 
hasta un potencial final (Ef), en el cual se produce una inversión en el sentido del 
barrido, volviendo a su valor original de E0. Este ciclo suele darse varias veces, y 
los potenciales en los que se da esta inversión de la dirección reciben el nombre de 
potenciales de inversión. 
 
El intervalo de potencial de inversión impuesto en cada experimento es 
aquel en el que tiene lugar la oxidación o la reducción, controladas por difusión de 
uno o varios analitos, y la dirección en la que se produce el barrido va a depender 
de la composición que presente la muestra. 
 
 
 
Capítulo I. Introducción 
 
 
65 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.19. Variación del potencial frente al tiempo en una voltamperometría cíclica. 
En la figura I.20 se puede observar la variación de corriente cuando una 
disolución de 5·10-2 M en K3Fe(CN)6, y 1 M en KBr, se somete a un barrido 
electroquímico (el electrodo de trabajo usado es el compósito de PVC/TTF-TCNQ, 
y el de referencia es el electrodo de Ag/AgCl). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.20. Voltamperograma cíclico obtenido para un electrodo compósito PVC/TTF-
TCNQ. Electrolito 5·10
-2
 M en K3Fe(CN)6 y 1 M en KBr. Velocidad de barrido: 0.01 V s
-1
. 
 
Al potencial inicial de -0.1 V, se observa una pequeña corriente catódica, 
que inmediatamente llega a cero cuando continúa el barrido. Esta corriente 
negativa inicial proviene de la reducción del agua para dar hidrógeno. No se 
observa corriente entre un potencial de 0.0 y +0.1V, ya que no hay especies 
reducibles u oxidables en ese intervalo. Cuando el potencial alcanza valores más 
positivos que +0.1V, se desarrolla una corriente anódica (punto B figura I.20) 
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debida a la oxidación de un ion hexacianoferrito (II) a ion hexacianoferrato (III). 
La reacción en el ánodo es la siguiente: 
 
  
  
 	 1 
 
En la región situada entre los puntos B y D señalados en la figura I.20, 
tiene lugar un rápido aumento de la corriente, a medida que la concentración 
superficial de iones hexacianoferrito se hace cada vez mayor. La corriente de pico 
se debe a dos componentes: 
 
• Una es la corriente inicial transitoria, necesaria para ajustar la 
concentración superficial de reactivo a su concentración de equilibrio dada 
por la ecuación de Nerst. Dicha corriente disminuye rápidamente (punto D 
a F), a medida que la capa de difusión se extiende hacia el exterior de la 
superficie del electrodo. 
• La segunda es la corriente controlada por la difusión normal. 
En el punto +0.5 V se invierte la dirección del barrido, tal y como se 
muestra en la figura I.20. Sin embargo, la corriente continúa siendo anódica. Una 
vez que el potencial va disminuyendo, la corriente cae a cero, y de anódica pasa a 
convertirse en catódica. Esta nueva corriente de carácter catódico es el resultado de 
la reducción del hexacianoferrato, que se ha ido acumulando en las cercanías de la 
superficie en el transcurso del barrido directo. Esta corriente catódica produce un 
pico, y después disminuye, a medida que el hexacianoferrato acumulado se 
consume en la reacción catódica. 
 
La voltamperometria es usada, principalmente, como herramienta para 
análisis cualitativo. Los parámetros principales que permiten la identificación del 
analito son: el potencial de pico anódico (Epa), el potencial de pico catódico (Epc), 
la corriente de pico anódica (Ipa) y la corriente de pico catódica (Ipc).  
 
Para sistemas reversibles: 
 


 1                                                (3) 
  2.69  10
/	/	/    (Ecuación de Randles-Sevcik)         (4) 
siendo n  el número  de  electrones  en la reacción,  A  el área del electrodo (cm2),  
C la concentración de reactivo en el seno de la disolución (mol cm-3), y D el 
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coeficiente de difusión (cm2 s-1) de las especies oxidada y reducida (supuestos 
iguales). 
 
∆
  
  
 


                                          (5) 
 
En estos sistemas, Ep es independiente de la velocidad de barrido, mientras 
que Ip es proporcional a v1/2 
 
Algunas aplicaciones de las curvas i-E reversibles son: 
a) A partir de la altura de la onda se obtiene información acerca del número 
de electrones, del área del electrodo, del coeficiente de difusión del 
electrolito, de la concentración de especie electroactiva (bien por 
calibración o por adición de estándar), y la dimensión crítica del electrodo. 
b) A partir de forma de la onda se obtiene información del número de 
electrones de la reacción redox (que es útil a su vez para el estudio de los 
mecanismos y cinéticas de los procesos de óxido/reducción), y de si el 
sistema es reversible. A menudo, los voltamperogamas cíclicos revelan la 
presencia de intermedios en las reacciones de óxido/reducción. 
c) A partir de la posición de la onda, se pueden estimar los potenciales 
formales del sistema químico. 
 
 
8.2 Cronoamperometría. 
 
En esta técnica, como indica su nombre, la respuesta que se registra es la 
corriente que fluye por el electrodo utilizado, monitorizada en función del tiempo, 
tras llevar a cabo un salto de potencial (figura I.21). El experimento consiste en 
mantener el potencial aplicado en el valor E2 hasta el final del experimento. 
Figura I.21. A la izquierda se representa un programa de potencial, y a la derecha un perfil 
de concentración para una amperometría. 
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La intensidad de corriente tiene utilidad analítica, ya que se relaciona con 
la concentración del analito que se desea cuantificar. Para ello, se trabaja en 
condiciones donde el único mecanismo de transporte actuante con el analito es la 
difusión. Así se obtiene una “corriente límite” que será directamente proporcional a 
la concentración de analito, como se expresa en la ecuación de Ilkovic para 
electrodos de gota de mercurio: 
 
  708
	 ⁄  ⁄ 	 ⁄                                          (6) 
 
donde n es el número de electrones en la reacción, C la concentración de reactivo 
en el seno de la disolución (mol cm-3), D el coeficiente de difusión (cm2 s-1), m es el 
caudal (mg de Hg s-1), y t tiempo de formación de una gota de mercurio. 
 
Para llevar a cabo una determinación amperométrica con electrodos 
sólidos, se trabaja a un valor de potencial constante, y se registra el valor de la 
corriente. Esta relación intensidad-concentración se trata de acuerdo con el modelo 
matemático basado en la Ley de Fick, 
 
                                                
,

                                         (7) 
 
donde A es el área del electrodo de trabajo, D0 y C0  son el coeficiente de difusión y 
la concentración del analito, respectivamente, y x representa la distancia de la doble 
capa. 
 
En el caso de que la solución esté agitada constantemente, se puede 
considerar que x se mantiene constante, y que se corresponde con el tamaño de la 
capa de difusión (δ). 
 
Así, la ecuación anterior puede simplificarse, obteniéndose una relación 
lineal entre la intensidad medida y la concentración del analito, 
 
                                                         


                                               (8) 
 
8.3 Técnica de inyección en flujo. 
Esta técnica dinámica, aparecida a mediados de la década de los setenta 
[180, 181] recibió el nombre de Análisis por Inyección en Flujo y se ha conocido 
por las siglas FIA desde su invención. En la actualidad, se tiende al uso de la 
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denominación inyección en flujo y de las siglas FI, dado que en realidad raras veces 
se utiliza para un análisis completo, y que las siglas FIA ya se utilizaban antes de 
aparecer esta técnica para designar el fluoro inmunoensayo.  
 
Su origen se considera una evolución a la técnica de flujo segmentado 
(SFA), aunque existen diferencias notables con ésta. Así, en FI, el flujo no está 
segmentado por aire, el diámetro de los tubos de conducción es menor, el flujo es 
de tipo laminar, la muestra no se “aspira” sino que se inserta en la corriente de 
reactivos a través de una válvula rotatoria, y la señal detectada es transitoria.  
 
Si bien la inyección en flujo se considera, según los autores, como una 
técnica o como un método, resulta más correcto considerarla una técnica, 
reservando el término “método” para su aplicación concreta a la determinación de 
una/s especie/s. Por tanto, esta técnica, clasificable entre las técnicas automáticas 
de análisis como de flujo no segmentado [182-185], proporciona un modo especial 
de llevar a cabo determinaciones en forma continua, en el cual no existen burbujas 
de aire que separen las diferentes zonas transportadas a lo largo del sistema. Las 
muestras líquidas se insertan directamente en el sistema dinámico, a lo largo del 
cual son transportadas, pudiendo estar sometidas a una o más reacciones químicas 
o bioquímicas, y a etapas de separación y/o preconcentración.  
 
La dispersión o dilución del analito puede controlarse a través de las 
características geométricas y dinámicas del sistema. Se utiliza un detector continuo, 
provisto generalmente de una célula de flujo, para la obtención de las señales 
transitorias características de la técnica. Ni el equilibrio físico (homogeneización 
de la porción del fluido), ni el químico (equilibrio de la reacción) se han alcanzado 
en el momento de la detección; por tanto los métodos desarrollados mediante FI en 
esta versión simple son siempre métodos cinéticos de tiempo fijo y, en 
consecuencia, el tiempo de operación ha de ser muy reproducible, ya que las 
medidas no se realizan en régimen de equilibrio.  
 
En resumen, las cuatro características esenciales del FI son:  
 
(1) flujo no segmentado;  
(2) inserción directa; 
(3) dispersión parcial controlada;  
(4) tiempo de operación reproducible.  
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Las unidades básicas de un sistema de FI [186, 187], son las siguientes:  
 
1. Una unidad de impulsión, generalmente una bomba peristáltica.  
2. Una válvula de inyección de baja presión.  
3. Un sistema de transporte (y reacción y/o separación, si se requieren). 
4. Un detector. 
5. Una unidad de toma y tratamiento de los datos suministrados por el 
detector.  
 
Las características más destacables de la técnica son su versatilidad, 
rapidez, precisión y bajo precio del dispositivo instrumental. 
 
Versatilidad 
Esta técnica es posible emplearla:  
- como simple interfaz entre muestra e instrumento [188, 189], con 
intercalación tanto de etapas (bio)químicas [190, 191], como de separación 
y/o preconcentración, o de ambas [192-194],  
- en la implantación de sensores (bio)químicos en flujo [195, 196],  
- en el acoplamiento con cromatógrafos, tanto de líquidos [197, 198] como 
de gases [199, 200], o con detectores de gran capacidad de discriminación 
como plasma de acoplamiento por inducción-espectrometría de emisión 
atómica (ICP-AES), plasma de acoplamiento por inducción-espectrometría 
de masas (ICP-MS), infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR), 
espectrometría de masas, análisis molecular por emisión en cavidad, y 
resonancia magnética nuclear, etc. [201],  
- para el seguimiento de procesos industriales en general [202, 203], y 
biotecnológicos en particular [204];  
- para llevar a cabo análisis de especiación [205], 
- y como herramienta única para manipular la sensibilidad de un método 
[206].  
 
Su capacidad para adecuarse a la resolución de cualquier tipo de problema 
de la matriz y/o del analito en la muestra, así como de la reacción o de la etapa en 
cuestión para que las características de la especie a medir se ajusten a las del 
detector, hace que su papel en el desarrollo del proceso analítico pueda oscilar 
desde protagonista único en la relación entre muestra y resultados, hasta simple 
interfaz entre dos equipos. 
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Rapidez. 
La rapidez del FI es una consecuencia inmediata de la ausencia de 
contaminación entre muestras sucesivamente inyectadas. Las características 
geométricas de los sistemas (pequeño diámetro de los tubos) favorecen la 
dispersión radial en detrimento de la axial. La disposición de estos tubos en forma 
de serpentín o tricotados [207] da lugar a la aparición del llamado flujo secundario 
[208] que potencia la dispersión radial. El resultado de este comportamiento es la 
eliminación de la etapa de lavado entre muestras sucesivamente inyectadas y la 
secuencia rápida en la que se pueden introducir las muestras, que hace posible 
conseguir velocidades de muestreo de hasta 350 muestras/h [209]. No obstante, una 
frecuencia de muestreo normal en FI oscila entre 60 y 100 h-1 [210]. 
 
Precisión. 
La precisión que se consigue en los métodos FI es el resultado de la 
simplicidad de los sistemas. Estudios exhaustivos sobre este parámetro analítico 
han permitido establecer como más común, un valor de la desviación estándar 
relativa de los métodos FI inferior al 2% [211]. La robustez (medida de la 
resistencia de la señal analítica a cambios debidos a variaciones de las variables 
experimentales) de los métodos FI depende de la complejidad del sistema dinámico 
(número de canales, existencia de módulos de separación, minicolumnas, etc.), 
pero, en general, este parámetro presenta valores que permiten la aplicación de los 
métodos FI a muestras naturales cuyas características varían ampliamente 
[210,211]. 
 
Coste 
El bajo precio de un sistema FI ha conllevado aspectos positivos y 
negativos para la técnica. Las bajas presiones de trabajo hacen innecesario el uso 
de unidades (bombas, válvulas, etc.) de alta presión, lo que reduce enormemente el 
precio de adquisición de un equipo de este tipo. Las consecuencias positivas de esta 
característica del FI son, por tanto,  la asequibilidad de la técnica para cualquier 
laboratorio modesto, y la posibilidad de cambiar unidades a tenor de las 
necesidades, sin que los cambios supongan desembolsos apreciables. El aspecto 
negativo, que ha restringido enormemente el desarrollo de equipos comerciales, es 
la falta de interés de las industrias del ramo en la comercialización de equipos poco 
sofisticados, en los que no se justifica un valor añadido que conduzca a un precio 
alto.  
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1. INSTRUMENTACIÓN. 
 
1.1 Equipos. 
 
Para llevar a cabo los diferentes experimentos se han empleado: 
 
− Potenciostato-galvanostato Autolab PGSTAT 12 equipado con un 
software GPES 4.9 (General Purpose Electrochemical System), con el que 
se realizan las medidas electroquímicas.  
 
 
Figura II.1. Potenciostato Autolab PGSTAT 12. 
 
− Espectrofotómetro UV-Visible Cary 100 Bio equipado con una celda de 1 
cm de paso óptico, para registrar el espectro de absorción de la disolución 
de oro coloidal. 
 
− Espectrofotómetro UV-Visible Helios Omega (Thermo Scientific) 
equipado con una celda de 1 cm de paso óptico, para determinar el Indice 
de Folin-Ciocalteu de las muestras de mosto, vino y disoluciones estándar 
de catecol. 
 
− Agitador magnético P-Selecta Agimatic. 
 
− pH-metro de precisión Crison 2001 calibrado de la forma habitual con 
disoluciones reguladoras de pH 7.00 y 4.00 a (25 ± 0.5) ºC. 
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− Balanza electrónica digital Sartorius 1712MP8 para realizar las pesadas. 
Permite la precisión de ± 0.01mg. 
 
− Milli-Q PLUS de Millipore (18 mΩ) para la obtención de agua ultrapura, 
basado en resinas de cambio iónico y un filtro de carbón activo para 
eliminar las trazas de materia orgánica. El sistema es alimentado con agua 
bidestilada. 
 
− Prensa hidráulica Perkin-Elmer para preparar pastillas cilíndricas de 2.5 
mm de espesor y 4.1 mm de diámetro. 
 
1.2 Electrodos y celdas de trabajo. 
 
Las medidas electroquímicas se han llevado a cabo utilizando los 
siguientes electrodos: 
 
− Electrodos de trabajo: 
 
- Electrodo compósito de PVC/TTF-TCNQ preparado siguiendo el 
procedimiento descrito en el apartado 3 de este capítulo. 
 
- Electrodos compósito de PVC/TTF-TCNQ modificados con 
nanopartículas de oro coloidal,  preparados siguiendo el procedimiento descrito en 
el apartado 3 de este capítulo. 
 
− Electrodo de referencia: Ag/AgCl/KCl (3 M) BAS MF-2079. 
 
− Electrodo auxiliar o contraelectrodo: electrodo de hilo de Pt. 
 
A lo largo de la presente memoria han sido empleadas 2 tipos de celdas de 
trabajo: 
 
− Medidas en discontinuo: Una célula de vidrio Pobel de 10 mL con tapa de 
Teflón, en la que se introducen los tres electrodos (trabajo, referencia y 
auxiliar). 
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Figura II.2. Célula electroquímica, (a) electrodo de referencia, (b) electrodo auxiliar y (c) 
electrodo de trabajo. 
 
− Medias en continuo (FIA): Una celda de flujo de Metrohm 6.5303.020 
que integra a los 3 electrodos (trabajo, referencia y auxiliar). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura II.3. Esquema de célula electroquímica utilizada en FIA. 
 
 
1.3 Sistema de Análisis por Inyección en Flujo (FIA). 
 
El sistema de flujo consistía en una bomba peristáltica Dynamax modelo 
RP-1 (Rainin), una válvula de seis vías (Omnifit), tubos de PTFE 0.5 mm de 
diámetro interno (Omnifit) y la celda de flujo (figura II.4 B). 
 
Las principales variables a optimizar de este sistema son tres: la velocidad 
de flujo (r.p.m. o mL min-1), la longitud del bucle de muestra, y el potencial 
aplicado para la amperometría. 
 
(a)
(b)
(c)
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Figura II.4. Esquema de un sistema FIA (A) y sistema FIA empleado en esta memoria (B). 
 
 
2. REACTIVOS Y DISOLUCIONES. 
 
Los reactivos usados en las experiencias de la presente memoria han sido 
adquiridos en diferentes firmas comerciales, y se detallan a continuación. 
 
Sal tetratiofulvaleno-tetracianoquinodimetano (TTF-TCNQ) (grado puro, 
Fluka), poli (cloruro de vinilo) (PVC, de bajo peso molecular, grado puro de Fluka) 
y N,N-dimetilformamida (DMF, al 99.7% de pureza, Merck), que se utilizaron para 
preparar el electrodo compósito de PVC/TTF-TCNQ. 
 
Las disoluciones utilizadas, para la inmovilización de la enzima en el 
biosensor de glucosa, fueron de glucosa oxidasa (GOx, EC 1.1.3.4 X-S Tipo 
Aspergillus niger, 185.000 Unit g-1 sólido de Sigma) preparada en 0.05 M tampón 
fosfato (PBS) a pH 7.4, y una disolución de glutaraldehído al 25% (Aldrich). 
 
Las disoluciones stock de D(+)glucosa 0.5 M (Sigma) se prepararon en 
tampón fosfato 0.05 M (pH 7.4) y se dejaron reposar durante la noche, con objeto 
B) 
A) 
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de permitir que los anómeros  alcancen el equilibrio. Las disoluciones estándar más 
diluidas se prepararon por diluciones adecuadas con la misma disolución de 
fosfato. Todas las disoluciones fueron almacenadas en frigorífico a 4 º C.  
 
Para la inmovilización de la enzima en el biosensor de fenoles, se 
emplearon disoluciones de tirosinasa de 91.4 U µl-1 (Sigma, EC 1.14.18.1 
procedente de setas, 2590 U mg-1), preparadas en tampón 0.05 M de fosfato a pH 
7.4, y una disolución al 25% de glutaraldehído (Aldrich). 
 
Las disoluciones de catecol (Sigma, 99%) y fenol (Sigma, 99.5%) se 
prepararon diariamente en tampón 0.05 M de fosfato (pH 7.4), las disoluciones más 
diluidas se prepararon por dilución en el mismo tampón fosfato. 
 
Las disoluciones stock de paracetamol (Sigma ultra, mínimo 99%) se 
prepararon en tampón 0.05 M de fosfato (pH 7.4). Las disoluciones más diluidas 
fueron preparadas por diluciones adecuadas con la misma disolución de fosfato. 
Todas las disoluciones se prepararon diariamente. 
 
Para la preparación de oro coloidal se utilizó una disolución acuosa al 1% 
de HAuCl4·3H2O (Sigma, con una riqueza en oro > 49%), y  una de disolución de 
citrato de sodio al 1% (Sigma, 99%).  
 
El resto de reactivos utilizados en esta memoria fueron adquiridos con 
calidad analítica de Merck o Fluka, y se utilizaron tal y como se recibieron.  
 
En todas las disoluciones acuosas preparadas en esta tesis se utilizó como 
disolvente agua ultrapura Milli Q (18 mΩ) 
 
 
3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES. 
 
3.1 Preparación del electrodo compósito. 
 
Las pastillas de PVC/TTF-TCNQ se prepararon siguiendo el procedimiento 
descrito por Rodríguez-Amaro y col. [1] 
 
En primer lugar, el polvo de polivinil cloruro era disuelto completamente 
en 7.5 ml de N,N-dimetilformamida, y posteriormente, se añadían 250 mg de TTF-
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TCNQ para obtener una mezcla homogénea. La suspensión resultante se separaba y 
se secaba, perfectamente, a temperaturas inferiores a 60 ºC.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura II.5. Aspecto del compósito tras secado. 
 
El sólido así obtenido se molía en un mortero hasta formar un polvo 
compósito, y una cantidad de 50 mg de este polvo se prensaba a una presión de 10 
toneladas durante 5 minutos, obteniéndose una pastilla cilíndrica de 4 mm de 
diámetro y 2.5 mm de espesor con una superficie activa de 12 mm2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura II.6. Mortero para homogeneizar el polvo y molde de prensa, utilizados para 
obtener las pastillas de PVC/TTF-TCNQ. 
 
La pastilla resultante se incorporaba en el interior de un tubo de Teflón, en 
el que se introducía un tornillo de cobre para asegurar el contacto eléctrico. 
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Figura II.7. Pastillas y electrodo. 
 
Antes de las medidas electroquímicas, es necesario un proceso de limpieza 
de la superficie del electrodo, que consiste en:  
 
a) lijado con papel abrasivo P-1200 para obtener una superficie lisa; 
b) pulido con papel satinado hasta obtener una superficie homogénea; y  
c) enjuague con agua destilada. 
 
 
3.2 Síntesis de nanopartículas de oro coloidal. 
 
La síntesis de las nanopartículas de oro coloidal se preparó siguiendo el 
procedimiento descrito por Mena y col. [2]. En este proceso, es necesario que el 
material de vidrio a utilizar se haya limpiado previamente con agua regia, 
aclarando varias veces con agua MilliQ previamente filtrada a vacío, empleando un 
filtro de Nylon de tamaño de poro de 0.1 µm (Scharlab). Después, el material se 
deja secar al aire durante 48 horas antes de su utilización. 
 
Seguidamente, se preparan las disoluciones de ácido tetracloroaurico al 1% 
y de citrato sódico al 1%, y se filtran a través de una membrana microporosa de 22 
µm. 
 
A continuación, se calienta hasta ebullición, en un vaso de precipitados, 
una mezcla de 50 mL de agua MilliQ y 0.5 mL de HAuCl4 al 1%. Tras hervir 
durante 15 minutos, se adicionan 1.25 mL de la disolución de citrato sódico al 1%, 
agitando vigorosamente con una varilla de vidrio. Tras unos minutos, la disolución 
cambia de color, adquiriendo finalmente un color rojo rubí característico. 
Transcurrido este tiempo, se deja enfriar y se agita con la varilla de vidrio durante 
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15 minutos más. Finalmente, la disolución de oro coloidal se almacena en un 
recipiente de color topacio a 4°C. 
 
La disolución de oro coloidal fue caracterizada mediante 
espectrofotometría UV, observándose en el espectro correspondiente (mostrado en 
la figura II.8) la aparición de un máximo de absorción a 519 nm, característico de 
nanopartículas de oro con un tamaño medio de 16 nm [3]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura II.8. Espectro de absorción en la región UV-Vis de la disolución de oro coloidal. 
 
 
3.3 Preparación del electrodo modificado con nanopartículas de 
oro. 
 
A continuación, se van a detallar los procedimientos empleados en este 
trabajo, para la construcción de los sensores y biosensores enzimáticos 
amperométricos, modificados con las nanopartículas de oro. 
 
3.3.1 Sensor de paracetamol.  
 
La forma de proceder para la preparación del sensor es muy similar a la 
preparación del electrodo compósito sin oro coloidal.  
 
En primer lugar,  el cloruro de polivinilo se disolvió en DMF; cuando 
estuvo completamente disuelto, se añadió la sal TTF-TCNQ para obtener un 
producto homogéneo de PVC/TTF-TCNQ. Posteriormente, se separó la 
suspensión, y se añadieron diferentes volúmenes (0.5, 2 y 5 ml) de la suspensión de 
oro coloidal y se secó, con el fin de obtener el polvo del compósito. Una vez seco, 
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se procedió de la misma forma que se describe en el apartado 3.1 para la obtención 
de las pastillas y del electrodo final. 
 
3.3.2 Biosensores de glucosa y fenoles. 
 
 A) Biosensor de glucosa: el procedimiento consiste en añadir 15 µL de una 
disolución 9 mg ml-1 de glucosa oxidasa (24 unidades) sobre la superficie del 
electrodo. Éste se deja secar al aire a temperatura ambiente, y una vez seco, se 
sumerge en una disolución acuosa del 25% en glutaraldehido durante 40 min. 
Finalmente, se retira el exceso de glutaraldehido lavando con agua ultrapura.  
 
Se probaron diferentes estrategias respecto a la preparación del biosensor,  
a partir de los electrodos PVC/TTF-TCNQ y su modificación con oro coloidal.  
 
Los primeros tres electrodos (a-c) difieren en el orden en que las 
disoluciones de enzima y de oro coloidal se añaden en la superficie del electrodo. 
En el último electrodo (d), las nanopartículas de oro se integran en el compósito. 
 
a) Electrodo Aucol + GOx 
Al electrodo PVC/TTF-TCNQ, preparado como se explica en el apartado 
3.1, se adicionan posteriormente 10 µl de la disolución de oro coloidal. Después de 
dejar que seque a temperatura ambiente, se añaden 15 de µl de una disolución de 
GOx  9 mg ml-1. Se deja secar de nuevo, y se sumerge en una disolución de 
glutaraldehído al 25%. Después de 40 minutos en la disolución, se enjuaga con 
agua destilada. 
 
b) Electrodo GOx + Aucol  
El procedimiento es similar al caso anterior, a excepción de que primero se 
deposita la enzima y después el oro coloidal, en las mismas cantidades que antes. 
 
c) Electrodo mezcla de Aucol + GOx 
Al electrodo PVC/TTF-TCNQ se adicionan 10 µl de una disolución que 
contiene una mezcla de la enzima y del oro coloidal [4, 5].  
La disolución mezcla se preparó añadiendo 250 µl de oro coloidal a 6.8 mg 
de GOx, previamente disuelto en 25 µl de PBS 0.05 M a pH 7.4. Se agita y se deja 
reposar durante 5 minutos; pasado este tiempo, se añaden 250 µl de NaCl 1 M.  
 
 
 
Capítulo II. Experimental 
 
 
92 
 
  
d) Electrodo PVC/TTF-TCNQ-Aucol 
La forma de proceder es muy similar a la preparación del electrodo 
compósito sin oro coloidal.  
El primer paso consiste en la disolución de DMF en el cloruro de 
polivinilo; una vez completamente disuelto, se añadió la sal TTF-TCNQ para 
obtener un producto homogéneo de PVC/TTF-TCNQ. Posteriormente, se separó la 
suspensión, y se añadieron diferentes volúmenes (5, 7.5, 10 y 15 ml) de la 
suspensión de oro coloidal y se secó con el fin de obtener el polvo del compósito. 
A esta mezcla compósita se añaden 15 µl de una disolución de GOx  9 mg ml-1. Se 
deja secar a temperatura ambiente, y se sumerge en una disolución de 
glutaraldehído al 25%. Después de 40 minutos en la disolución, se enjuaga con 
agua destilada. 
 
B) Biosensor de fenoles: En este caso,  se añaden 6 µL de una disolución  
de 91 unidades µL -1 (550 unidades) de la enzima tirosinasa (Tyr), siendo el resto 
del procedimiento análogo al descrito en el caso d) de la glucosa para el electrodo 
preparado con 5 ml de oro coloidal, ya que como se comentará en el siguiente 
capítulo, fue el electrodo elegido como más conveniente.  
 
En todos los biosensores propuestos en este trabajo, la inmovilización de la 
enzima correspondiente sobre el electrodo compósito se llevó a cabo mediante el 
procedimiento de entrecruzamiento con glutaraldehído. 
  
Cuando el electrodo biosensor no es utilizado, se introduce en una 
disolución tampón fosfato 0.05 M (pH 7.4), y se guarda en frigorífico a 4ºC. 
 
 
3.4 Determinación del índice de Folin-Ciocalteu. 
 
El contenido de polifenoles en vinos y mostos, calculado mediante el 
método amperométrico, fue comparado con el obtenido mediante el método 
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu [6], método habitualmente empleado como 
referencia, tanto por los investigadores, como por la industria vitivinícola. 
 
El método espectrofotométrico se basa en el empleo del reactivo de Folin-
Ciocalteu, constituido por una mezcla de ácido fosfotungstico (H3PW12O40) y de 
ácido fosfomolibdico (H3PMo12O40). Este reactivo se reduce, después de la 
oxidación de los fenoles, a una mezcla de óxidos azules de tungsteno (W8O23) y de 
molibdeno (Mo8O23). 
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La coloración azul producida posee un máximo de absorbancia en las 
proximidades de 750 nm, y es proporcional a la concentración de los compuestos 
fenólicos. 
 
El procedimiento consiste en introducir, sucesivamente, en un matraz 
aforado de 100 ml, 1 ml de vino blanco (si es tinto, previamente hay que diluirlo 
1:5 en agua), 50 ml de agua destilada, 5 ml del reactivo de Folin y 20 ml de 
carbonato de sodio al 20%. Se enrasa a 10 ml con agua destilada, y se espera 30 
minutos exactos para conseguir la estabilización de la reacción. Después, se realiza 
la medida de la absorbancia a 750 nm en cubetas de 1 cm de espesor. 
 
Los resultados se expresan como un índice, multiplicando la absorbancia 
obtenida por 100 en el caso de vinos tintos, y por 20 si son vinos blancos. 
 
El contenido total de fenoles, expresados en mg L-1 de catecol, se calculó 
mediante la interpolación de los valores de absorbancia obtenidos, en la recta de 
calibrado estándar de catecol. 
 
 
4. CONDICIONES DE TRABAJO. 
 
Los registros para el biosensor de glucosa oxidasa se llevaron a cabo 
después de eliminar el oxígeno de la disolución electrolito, y para ello se hizo pasar 
corriente de nitrógeno a través de la misma durante 15 minutos. Todas las medidas 
fueron realizadas siempre en atmósfera de este gas. Para el resto de (bio)sensores 
no fue necesario este tratamiento. 
 
La temperatura de trabajo fue de 25 ± 0.1ºC. 
 
Todos los potenciales están referidos al electrodo de referencia empleado. 
 
 
5. OBTENCIÓN Y TRATAMIENTO DE DATOS. 
 
Los datos se han adquirido de forma digital, y el tratamiento de los mismos 
se ha efectuado con ayuda de los programas SigmaPlot [7] y MathCad [8], que a su 
vez se han utilizado en la realización de las figuras que se presentan en esta 
memoria. 
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Se ha utilizado el programa MathCad para el cálculo de la constante de 
Michaelis-Menten de las reacciones enzimáticas. 
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1. SENSOR DE PARACETAMOL. 
 
 
1.1 INTRODUCCIÓN. 
El paracetamol o acetaminofén (acetaminofeno) es un fármaco con 
propiedades analgésicas, sin propiedades antiinflamatorias clínicamente 
significativas. Se trata de un analgésico eficaz y seguro, utilizado en todo el mundo 
para el alivio del dolor, leve a moderado,  asociado con dolores de cabeza, dolores 
de espalda, artritis y dolores postoperatorios. También se utiliza para la reducción 
de la fiebre de origen bacteriano o viral [1, 2]. El paracetamol se considera una 
alternativa adecuada para los pacientes que son sensibles a la aspirina, y seguro a 
las dosis terapéuticas. Actúa inhibiendo la síntesis de prostaglandinas, mediadores 
celulares responsables de la aparición del dolor. Se presenta, habitualmente, en 
forma de cápsulas, comprimidos, supositorios o gotas de administración oral. 
A dosis estándar es casi seguro, pero su bajo precio y amplia disponibilidad 
han dado como resultado frecuentes casos de sobredosificación. En las dosis 
indicadas el paracetamol no afecta a la mucosa gástrica ni a la coagulación 
sanguínea o los riñones, pero sí al hígado, severamente. A diferencia de los 
analgésicos opioides, no provoca euforia ni altera el estado de humor del paciente. 
Al igual que los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), no se asocia con 
problemas de adicción, tolerancia y síndrome de abstinencia. 
El paracetamol se absorbe rápida y completamente por vía oral, y bastante 
bien por vía rectal, teniendo la ventaja de evitar el primer paso hepático. El 
paracetamol se distribuye rápidamente por todos los tejidos. Las concentraciones 
son similares en la sangre, la saliva y el plasma. La tasa de unión a las proteínas 
plasmáticas es baja. La biodisponibilidad es muy elevada (cercana al 100%), 
siendo la biodisponibilidad por vía oral del 75 - 85%. El paracetamol se metaboliza 
principalmente a nivel del hígado. Las dos principales rutas metabólicas son la 
glucuroconjugación y sulfuroconjugación. Esta última vía se satura rápidamente 
con dosis superiores a las terapéuticas. Solamente una pequeña proporción se 
metaboliza mediante el sistema enzimático del citocromo P-450 en el hígado, por 
acción de las oxidasas mixtas, generando un reactivo intermedio, N-
acetilbenzoquinoneimida, que en condiciones normales es inactivado (se 
detoxifica) por reacción con los grupos sulfhidrilo del glutatión y eliminado en la 
orina conjugado con cisteína y ácido mercaptúrico. Por el contrario, durante las 
intoxicaciones graves aumenta la cantidad de este metabolito tóxico. Dosis 
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elevadas de paracetamol saturan sus otras dos vías metabólicas, y se crea un exceso 
de N-acetilbenzoquinoneimida que agota los niveles hepáticos de glutatión. 
Entonces, el metabolito puede reaccionar covalentemente con aminoácidos de las 
enzimas y proteínas hepáticas, a las que inactiva y llega a provocar necrosis 
hepática aguda. La eliminación es principalmente urinaria. El 90% de la dosis 
ingerida la elimina el riñón en 24 horas, principalmente como glucurónidos (60 a 
80%) y sulfoconjugados (20 a 30%). Menos del 5% se elimina sin modificar. La 
semi-vida de eliminación del paracetamol es de 2-4 horas en los pacientes con la 
función hepática normal, siendo prácticamente indetectable en el plasma 8 horas 
después de su administración. En los pacientes con disfunción hepática la semi-
vida aumenta sustancialmente, lo que puede ocasionar el desarrollo de una necrosis 
hepática [3]. 
El paracetamol es uno de los fármacos más ampliamente encontrado, y en 
mayores concentraciones, en efluentes hospitalarios, efluentes de plantas de 
tratamiento, ríos y lodos. Lamentablemente, los medicamentos son diseñados para 
que posean determinadas características, por ejemplo, aproximadamente el 30 % de 
los medicamentos son lipofílicos, que significa que se disuelven en grasa pero no 
en agua. Esta característica le permite a estos compuestos pasar a través de las 
membranas de la célula, y actuar dentro de las mismas. Por otro lado, los 
medicamentos se diseñan para que sean persistentes, por lo que mantienen su 
estructura química un tiempo suficientemente grande como para ejercer su acción 
terapéutica, así que una vez que entran al medio ambiente persisten en el mismo. 
El paracetamol en solución acuosa es susceptible de sufrir una hidrólisis 
para formar el p-aminofenol, el cual es susceptible de degradarse en quinoneimina. 
La velocidad de degradación del paracetamol crece con el aumento de la 
temperatura y de la luz. Esta velocidad es mínima a un pH cercano a 6.  
La utilidad del paracetamol es tan popular que se hace necesario encontrar 
una técnica adecuada para medir, cuantitativamente, el sobreuso de este 
medicamento. Por tanto,  resulta de gran interés establecer un método de detección 
sencilla, rápida, sensible y precisa. 
 
Kissinger y colaboradores [4, 5] investigaron la oxidación electroquímica 
del paracetamol a través de estudios de voltametría cíclica. La primera etapa de 
reacción es una oxidación electroquímica, con la participación de dos electrones y 
dos protones para generar N-acetil-p-quinoneimina. Todas las etapas de la reacción 
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1.2 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 
1.2.1 Estudios voltamétricos del electrodo PVC/TTF-TCNQ/Aucol 
para la determinación de paracetamol. 
 
Con el fin de delimitar el rango de potencial del electrodo PVC/TTF-
TCNQ/Aucol en el que no haya ningún riesgo de descomposición de la sal orgánica, 
se realizó el registro de un voltagrama cíclico en disolución tampón PBS 0.05M a 
pH 7.4, y se observó que no aparecía ningún proceso electródico en el rango de 
potencial comprendido entre 0.2 V y 0.45 V (figura III.1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.1. Voltagrama cíclico del electrodo PVC/TTF-TCNQ/Aucol vs Ag/AgCl en 
disolución tampón PBS 0.05 M a pH 7.4, a una velocidad de barrido de 0.01 Vs
-1
 
 
En la figura III.2 se muestran los voltagramas cíclicos obtenidos a una 
velocidad de barrido de 0.01 Vs-1 en 0.05 M de PBS a pH 7.4, de distintos 
electrodos que difieren en las cantidades de Aucol incorporadas en la matriz del 
electrodo (expresado en ml de disolución de oro coloidal añadido al compósito). 
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Figura III.2. Voltagramas cíclicos correspondientes a electrodos con distintas cantidades 
de Aucol incorporadas en la matriz del compósito (0, 0.5, 2 y 5 ml), para una concentración 
0.8 mM de paracetamol. Disolución PBS (0.05 M, pH 7.4). Velocidad de barrido 0.01 Vs
-1
. 
 
El efecto electrocatalítico de las nanopartículas de oro es significativo. Así, 
cuando no se incorporan en la matriz del electrodo (curva Au 0 ml de la figura 
III.2), la corriente debida a la oxidación del paracetamol es prácticamente 
despreciable dentro del rango de trabajo del electrodo. Sin embargo, cuando hay 
presencia de Aucol en la matriz del electrodo, la oxidación del paracetamol se inicia 
aproximadamente a 0.375 V, y la intensidad aumenta con el potencial, aunque no  
llega a  aparecer un pico bien definido dentro de este rango de potenciales. 
 
Este efecto electrocatalítico da lugar a que el potencial de oxidación del 
paracetamol sea menos positivo que los obtenidos a partir de otros electrodos 
modificados con nanopartículas de oro, tales como pasta de carbono [30], óxido de 
indio y estaño [31] o electrodo de Au modificado con 1,6 hexanoditiol [32]. 
 
Puesto que un menor valor de sobrepotencial de trabajo representa una 
interesante ventaja en el posible empleo de un electrodo como sensor 
electroquímico, tanto por el menor coste energético, como por la mayor 
selectividad del mismo, el electrodo PVC/TTF-TCNQ/Aucol se postula como un 
sistema atractivo para la determinación de paracetamol. 
 
En la figura III.2 se puede observar que la respuesta de la intensidad de 
corriente es proporcional a la concentración Aucol dentro de la matriz del 
compósito. No obstante, hay que señalar que aparecen problemas de 
reproducibilidad cuando los sensores son preparados usando cantidades por encima 
de 5 ml Aucol. Esto es debido a una falta de homogeneidad, y a que disminuye la 
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estabilidad mecánica, dureza y compactación del electrodo compósito. De acuerdo 
con estos resultados, la mejor respuesta para la oxidación electrocatalítica del 
paracetamol, en condiciones voltamétricas, se obtiene con el electrodo PVC/TTF-
TCNQ/Aucol 5 ml. 
 
1.2.2 Detección cronoamperométrica del paracetamol. 
 
Mediante la técnica de cronoamperometría de simple pulso, se obtuvieron 
los registros y sus correspondientes curvas de calibrado para el paracetamol, 
utilizando electrodos compósitos con distintas cantidades de Aucol incorporadas en 
su matriz. Los registros se realizaron aplicando un pulso desde un potencial inicial 
de 0 V hasta diferentes potenciales finales comprendidos en el rango 0.400 a 0.450 
V, y realizando sucesivas adiciones de paracetamol bajo condiciones de agitación.  
 
En la figura III.3 se muestran, como ejemplo, el cronoamperograma y la 
recta de calibrado para el electrodo PVC/TTF-TCNQ/Aucol 5 ml.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.3.   Cronoamperograma   y   recta   de   calibrado   para  el  electrodo  
PVC/TTF-TCNQ/Aucol 5 ml, correspondiente a sucesivas adiciones de 20 µL de 
paracetamol 0.01 M, aplicando un potencial de 0.425 V. 
 
En las figuras III.4, III.5 y III.6 se representan las curvas de calibrado, 
obtenidas para electrodos con 5, 2 y 0.5 ml de oro coloidal, aplicando distintos 
potenciales de pulso, y en la tabla III.1 se recogen las características analíticas de 
cada uno de ellos. 
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Figura III.4. Recta de calibrado para el electrodo PVC/TTF-TCNQ/Aucol 5 ml, para 
sucesivas adiciones de 20 µL de paracetamol 0.01 M, a distintos potenciales de pulso. 
 
 
 [ACOP]/M
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0010 0.0012
i/A
0
10x10-6
20x10-6
30x10-6
40x10-6
50x10-6
60x10-6
70x10-6
80x10-6
400 mV
425 mV
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Figura III.5. Recta de calibrado para el electrodo PVC/TTF-TCNQ/Aucol 2 ml, para 
sucesivas adiciones de 20 µL de paracetamol 0.01 M, a distintos potenciales de pulso. 
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Figura III.6: Rectas de calibrado para el electrodo PVC/TTF-TCNQ/Aucol 0.5 ml, para 
sucesivas adiciones de 20 µL de paracetamol 0.01 M, a distintos potenciales de pulso. 
 
Como puede verse, los resultados correspondientes al electrodo 
conteniendo 5 ml de oro son similares a los obtenidos para los electrodos 
conteniendo 0.5 ml y 2 ml de oro, pero en estos últimos los valor de las 
intensidades son menores. 
 
 
Tabla III.1. Características analíticas obtenidas de las rectas de calibrado del paracetamol, 
para electrodos con diferentes cantidades de oro coloidal incorporadas dentro de la matriz 
del compósito. 
 
SENSOR 
(Aucol 
incorporado) 
E 
(mV) 
Límite de 
detection (µM) 
Pendiente 
(mA/M) 
Rango linear 
(µM) 
r
2
 
 
0.5 mL 
400 1.31 27 ± 0.6 1 - 100 0.995 
425 1.1 24 ± 0.6 1 - 600 0.9913 
450 1.1 35 ± 0.8 1-800 0.9923 
 
2 mL 
400 1.85 4.22 ± 0.2 1 -1000 0.967 
425 0.83 28 ± 0.7 1 - 800 0.991 
450 0.76 26 ± 0.8 1-100 0.994 
 
5 mL 
400 0.33 18.5 ± 0.5 1 -100 0.9936 
425 0.66 53 ± 1 1 - 800 0.997 
450 1.36 74 ± 1 1 - 100 0.996 
[ACOP]/M
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0010 0.0012
i/A
0
20x10-6
40x10-6
60x10-6
80x10-6
400 mV
425 mV
450 mV
Capítulo III. Resultados y Discusión 
 
 
105 
 
  
Con estos resultados se observa que: 
 
a) Cuanto mayor es el potencial final aplicado en el pulso 
cronoamperometrico, mayor es la intensidad obtenida. Sin embargo, para valores 
por encima de 0.425 - 0.450 V, se advierten en los registros algunas influencias 
debidas a la ruptura de la sal TCNQ-TTF, que interfieren en los resultados. Por lo 
tanto, se elige, como más conveniente, el valor de potencial de 0.425 V. 
 
b) Para mayores cantidades de oro coloidal incorporadas en la matriz del 
electrodo, se obtiene una mejor intensidad de la respuesta, de manera similar a los 
resultados obtenidos en voltametría (figura III.2). Además, las características 
analíticas también mejoran con el aumento de la cantidad de oro coloidal (figura 
III.7, Tabla III.2). Esto confirma el papel catalítico del oro en la oxidación de 
paracetamol. Por lo tanto, el electrodo de PVC/TTF-TCNQ/Aucol 5 ml se 
seleccionó para continuar con el estudio, al ser el que más cantidad de oro contiene, 
manteniendo las buenas propiedades mecánicas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FiguraIII.7. Curvas de calibrado para el paracetamol correspondientes a diferentes 
cantidades de oro coloidal incorporadas dentro de la matriz del electrodo composito. 
Disolución de PBS 0.05 M a pH 7.4. El potencial aplicado es 0.425 V. 
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Tabla III.2. Características analíticas obtenidas de las rectas de calibrado del paracetamol, 
para distintos electrodos con diferentes cantidades de oro coloidal incorporadas dentro de la 
matriz del compósito. Potencial aplicado: 0.425 V. 
 
SENSOR (Aucol 
incorporado) 
Límite de 
detection (µM) 
Pendiente 
(mA/M) 
Rango linear 
(µM) 
r
2
 
0.5 mL 1.1 24 ± 0.6 1 - 600 0.9913 
2 mL 0.83 28 ± 0.7 1 - 800 0.991 
5 mL 0.66 53 ± 1 1 - 800 0.997 
 
1.2.3 Detección amperométrica de paracetamol en un sistema FIA. 
 
La aplicación del sensor en un sistema FIA se comenzó con el estudio de la 
influencia de las variables hidrodinámicas, tales como velocidad de flujo y el 
volumen de muestra inyectado, en la respuesta del sensor. Los mejores resultados, 
en términos de sensibilidad y reproducibilidad, se obtuvieron para una velocidad de 
flujo de 1 ml min-1 y un volumen inyectado (bucle de muestra) de 60 µl. Además, 
el potencial más adecuado para estas condiciones fue de 0.425 V. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.8. Fiagrama obtenido con el sensor propuesto, para triples inyecciones de 
disoluciones estándar de paracetamol (desde 2 µM a 1 mM  de paracetamol), y su  curva de 
calibrado correspondiente (recuadro). Disolución portadora: tampón PBS (0.05 M, pH 7.4). 
Velocidad de flujo: 1 ml min
-1
. Volumen inyectado (bucle de muestra): 60 µl. Potencial 
aplicado: 0.425 V. 
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La reproducibilidad (n = 5) se verificó con varias inyecciones consecutivas 
de una disolución 0.1 mM de paracetamol. Se obtuvo una desviación estándar 
relativa de 1.9%, lo que indica una buena reproducibilidad y, por lo tanto, una 
buena resistencia mecánica del electrodo a las condiciones de flujo. 
 
En la figura III.8 se muestra la curva de calibrado correspondiente a 
distintos estándares de paracetamol. Se realizaron tres medidas para cada una de las 
disoluciones estándar. Los resultados que se obtuvieron fueron, una sensibilidad de 
9.9 ± 0.15 mA M-1 y un coeficiente de regresión lineal (r) de 0.999 para un 
intervalo lineal entre 1 a 800 µM. El límite de detección (s / n = 3) obtenido fue de 
8.9 mM. 
 
Estos resultados son bastante similares a los que se reportan en la 
bibliografía, para un electrodo de pasta de carbono modificado con nanopartículas 
de oro [30]. Sin embargo, el sensor desarrollado en esta memoria ofrece dos claras 
ventajas, como son el potencial de trabajo y el pH empleado. En primer lugar, el 
potencial de trabajo aplicado es de 0.425 V, menor que el valor de 0.75 V aplicado 
en la referencia 30, quedando justificada la conveniencia de utilizar la sal TTF-
TCNQ, en lugar de carbono, para preparar el electrodo  compósito y, en segundo 
lugar, el valor de pH de 7.4 (cercano al valor de pH fisiológico) es más apropiado 
para aplicaciones clínicas que el valor de pH de 4.7 de la referencia 30. 
 
Otra gran ventaja del electrodo PVC/TTF-TCNQ/Aucol es que tras varios 
usos, su superficie puede ser fácilmente regenerada mediante un simple pulido 
mecánico, por lo que no presenta problemas de estabilidad en las medidas. 
 
1.2.4 Interferencias. 
 
En la figura III.9 se muestra el cronoamperograma obtenido para una 
disolución de 0.1 mM de paracetamol (ACOP) en presencia de las interferencias 
electroactivas más usuales, como son el ácido ascórbico (AA) y el ácido úrico 
(UA), para concentraciones similares de todos ellos. 
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Figura III.9. Influencia de los compuestos electroactivos interferentes a 0.425 V, en 
disolución tampón 0.05 M PBS, a pH 7.4. Respuesta del electrodo sin Nafion (línea negra) 
y del electrodo con Nafion (línea roja). Las flechas indican la adición de los diferentes 
compuestos. 
 
Los resultados mostrados en la figura III.9 revelan que el ácido úrico no 
produce ninguna señal al potencial de trabajo, y por tanto, no representa ninguna 
interferencia en la determinación del paracetamol. En cambio, el ácido ascórbico sí 
que presenta señal a estos potenciales, siendo esta señal, además, de una magnitud 
comparable a la correspondiente al paracetamol. Sin embargo, la posible 
interferencia del ácido ascórbico puede ser eliminada fácilmente por un 
procedimiento, empleado habitualmente en la bibliografía, y que consiste en el 
recubrimiento del sensor mediante una capa de 15 µl de una disolución de Nafion 
al 0.5%, aunque ésto implica una disminución de la sensibilidad del sensor en 
aproximadamente un 5% [33]. 
 
1.2.5 Determinación de paracetamol en comprimidos comerciales. 
 
Una vez estudiadas las características y propiedades del sensor propuesto, 
y como procedimiento para realizar una comprobación práctica de su utilidad,  se 
llevó a cabo la determinación de paracetamol en comprimidos de dos marcas 
comerciales diferentes (comprimidos efervescentes Efferalgan 1 g de paracetamol, 
y Paracetamol de Laboratorios Dr. Esteve S.A. de 650 mg).  
 
Los comprimidos se pesaron, se molieron hasta convertirlos en polvo, y 
después se disolvieron en H2O. Estas disoluciones de muestra se transfirieron a un 
matraz de 25 ml, y se diluyeron con una disolución tampón de PBS 0.05 M (pH 
7.4) hasta que la concentración de paracetamol resultante estuviese dentro de la 
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recta de calibrado del sensor. Las muestras, apropiadamente diluidas, se transfieren 
a la celda electroquímica para su determinación amperométrica.  
 
En la tabla III.2 se muestran los resultados de estas experiencias. Los 
valores de referencia corresponden a los suministrados por las especificaciones de 
los comprimidos, mientras que cada valor mostrado para el sensor se corresponde 
con el promedio obtenido para cinco medidas de la misma concentración. 
 
Tabla III.2. Resultados de la determinación cronoamperométrica de paracetamol en 
tabletas comerciales, a 0.425 V. 
 
Muestra 
 
Referencia 
(mmol l
-1
) 
Detectada 
(mmol l
-1
) 
Recuperación 
(%) 
RSD (%) 
 
 
EFFERALGAN 
0.1 0.098 98 2.1 
0.01 0.0105 105 2.6 
0.001 0.00097 97 2 
 
PARACETAMOL 
0.2 0.198 99 2.5 
0.02 0.018 90 2.3 
0.002 0.0021 105 2.1 
 
A partir de los datos estadísticos de la tabla III.2, se puede comprobar que 
el sistema propuesto como sensor amperométrico de paracetamol es preciso y 
fiable, con excelentes valores de recuperación. Además, proporciona un método 
simple y rápido de determinación, por lo que representa una interesante alternativa 
para el análisis de paracetamol en preparaciones farmacéuticas. 
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2. BIOSENSOR DE GLUCOSA. 
 
 
2.1 INTRODUCCIÓN. 
La glucosa, libre o combinada, es el compuesto orgánico más abundante de 
la naturaleza. Es la fuente primaria de síntesis de energía de las células, mediante 
sus oxidación catabólica, y es el componente principal de polímeros de importancia 
estructural como la celulosa, y de polímeros de almacenamiento energético como 
el almidón y el glucógeno. 
La D-glucosa es la hexosa más común. Está presente en muchas plantas, y 
es el azúcar de la sangre. La D-glucosa sufre una ciclación hacia su forma 
hemiacetálica para dar sus formas furano y pirano (D-glucofuranosa y D-
glucopiranosa), que a su vez presentan anómeros alfa y beta. Estos anómeros no 
presentan diferencias de composición estructural, pero si diferentes características 
físicas y químicas. 
 
La glucosa que se puede encontrar en animales y plantas es la α-
glucopiranosa monohidratada dextrógira, que es un constituyente del almidón, 
celulosa, sucrosa y multitud de glicósidos, a partir de los cuales puede obtenerse 
mediante hidrólisis ácida o enzimática. 
 
La glucosa es esencial para el crecimiento de diferentes tipos de células, 
habiéndose demostrado que es un precursor en la síntesis de amino ácidos 
nutricionales no esenciales, pirimidinas, purinas, hidratos de carbono y lípidos de 
las células [1, 2]. 
 
Por otro lado, el consumo de glucosa también es un indicador de la 
actividad metabólica celular. Puede haber consecuencias indeseables por un exceso 
en la concentración de glucosa, como una represión catabólica. Hay que tener en 
cuenta también que, dentro de los azúcares, sólo la glucosa ingresa directamente en 
el metabolismo energético dependiente de la insulina, y se utiliza en todos los 
tejidos. La administración de glucosa y galactosa por vía oral provoca un rápido 
aumento de la glucemia y de la secreción de insulina, por lo que debe evitarse el 
consumo por los diabéticos [3]. Por tanto, también es muy importante el control de 
la glucosa en alimentos, ya sea como mero control de calidad de determinados 
productos, o para conocimiento del alimento en cuestión, con objeto de informar 
sobre su contenido y evitar así posibles problemas de salud. 
Capítulo III. Resultados y Discusión 
 
 
112 
 
  
Los métodos clásicos para la determinación de azúcares se basan en la 
determinación de la actividad óptica (polarimetría), o en la reducción de una 
disolución alcalina de cobre (que tiene múltiples variantes diseñadas para 
problemas específicos). Para la glucosa, por ejemplo, existen los métodos de 
Munson-Walker (método 935.63B ó 44.1.24 de la AOAC), modificación de 
Zerban-Sattler al método de Steinhoff (método 29.184-29.185 de la AOAC) y la 
modificación de Sichert-Bleyer (método 29.187-29.189 de la AOAC). Sin 
embargo, estos métodos están sujetos a tantas interferencias que hay que recurrir a 
la separación de cada uno de los azúcares por cromatografía de gases o en capa 
fina, o al empleo de métodos enzimáticos [4]. 
 
Las enzimas específicas de la glucosa son la glucosa oxidasa (GOx), la 
glucosa deshidrogenasa (GDH) y la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa (G-6-PDH). 
De ellas, la más extendida para aplicaciones analíticas es la glucosa oxidasa, que 
oxida la glucosa a ácido glucónico y peróxido de hidrógeno, proporcionando 
multitud de posibilidades de monitorización [5]. 
 
Por lo que respecta a la determinación de glucosa a través de la detección 
amperométrica del peróxido de hidrógeno generado, ésta se puede llevar a cabo 
bien mediante la monitorización directa del H2O2, o bien a través de la 
monitorización electroquímica de un mediador de la reacción enzimática de la 
peroxidasa.  
 
Dentro de los electrodos enzimáticos, el mayor número de biosensores 
desarrollados corresponde, sin lugar a dudas, a los que se basan en la 
inmovilización de glucosa oxidasa, dada la alta estabilidad de esta enzima y la gran 
utilidad de estos sensores en el mercado de los análisis de glucosa en sangre [6]. De 
hecho, la glucosa oxidasa se suele emplear como enzima modelo para el desarrollo 
de un gran número de sensores enzimáticos, cuya metodología se aplica, 
posteriormente, para diseñar otros biosensores con diferentes enzimas. Por ello, 
desde 1962, año en el que se reportó el primer biosensor de glucosa oxidasa, el 
seguimiento de las publicaciones de estos biosensores puede servir como indicador 
de la evolución de los biosensores amperométricos, en general.  
 
La glucosa oxidasa no transfiere electrones directamente a los electrodos 
convencionales, debido a que una gruesa capa proteica rodea su centro FAD, hecho 
bastante común entre las flavoproteinas. Dicha capa introduce una separación 
espacial en la pareja dador/aceptor de electrones y, por lo tanto, existe una barrera 
intrínseca a la transferencia de electrones. Por ello, la minimización de esa 
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distancia es crucial para asegurar un funcionamiento óptimo de esta enzima, 
cuando se trabaja con biosensores amperométricos [7]. Así, desde los primeros 
diseños, en los que la monitorización estaba enfocada al empleo de electrodos de 
Clark, se ha pasado a la utilización de diferentes mediadores, así como al 
acoplamiento con peroxidasa. 
 
Los trabajos encontrados, con electrodos monoenzimáticos, están 
enfocados a diseñar transductores que disminuyan el sobrepotencial del proceso 
redox del peróxido de hidrógeno. Así, se utilizan diferentes mediadores, como 
ferroceno, osmio, azul de Prusia, azul de Meldola, etc.  
 
El método de inmovilización que predomina es el de atrapamiento, bien sea 
físico (matrices electródicas compósitas, hidrogeles, etc.), o mediante 
electropolimerización, por lo que la tendencia es huir de los enlaces covalentes, 
aunque también hay casos en los que se buscan diferentes alternativas a los agentes 
de unión covalente tradicionales [8], y de los entrecruzamientos. En los casos de 
inmovilización por electropolimerización, se suele aprovechar este “soporte 
enzimático” para obtener otras propiedades ventajosas, bien sea mediando las 
reacciones electroquímicas, confiriendo mayor estabilidad a las matrices 
electródicas [9], introduciendo un factor selectivo, [10], o incluso, empleando 
polímeros ópticamente activos que permiten un reconocimiento estereoselectivo de 
sustratos quirales [11]. 
 
Características similares son las que se consiguen con el empleo de 
membranas. Si bien los primeros sensores que se desarrollaron se basaban en el uso 
de membranas que modificaban electrodos convencionales, lo que suponía tiempos 
de respuesta largos, en la actualidad, se están empleando materiales que minimizan 
los tiempos de respuesta, utilizándose películas poliméricas no porosas, cuyo papel 
principal es prevenir que interferentes activos alcancen la superficie del electrodo. 
 
Como ya se ha comentado, la glucosa oxidasa es una enzima que suele 
emplearse como “patrón” para el diseño de nuevos electrodos enzimáticos. Ésto 
hace que la gran parte de los trabajos reportados no tengan aplicaciones reales. De 
entre los que sí se aplican, la mayor parte de los electrodos de glucosa están 
enfocados a la determinación de este analito en suero y sangre, aunque existen 
algunas aplicaciones en alimentos y en el control de la fermentación. De ahí que 
los trabajos más recientes sobre biosensores enzimáticos de glucosa oxidasa, con 
aplicación a muestras reales, busquen la miniaturización de los dispositivos de 
medida, y la posibilidad de monitorización de varios analitos de forma simultánea. 
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Una aplicación, muy importante, de los electrodos de glucosa oxidasa 
radica en el acoplamiento de esta enzima con invertasa o mutarrotasa, para la 
determinación de diferentes polisacáridos a través de la detección de glucosa [12, 
13]. 
 
A pesar del altísimo número de publicaciones sobre sensores de glucosa 
oxidasa que aparecen cada año, esta enzima sigue siendo una fuente inagotable de 
temas de investigación en el desarrollo de biosensores, ya que ofrece multitud de 
posibilidades para contrastar y probar estrategias encaminadas al diseño de nuevos 
biosensores. 
 
En este capítulo, se presenta y discute el comportamiento de la enzima 
glucosa oxidasa, en las diversas estrategias propuestas para el diseño de 
biosensores compósitos PVC/TTF-TCNQ, modificados mediante nanopartículas de 
oro, para la determinación de glucosa. 
 
La preparación de los biosensores con sus distintas estrategias se detalla en 
el Capítulo II de esta memoria. 
 
 
2.2 EFECTO DEL OXÍGENO 
 
La presencia de oxígeno en el sistema puede provocar una mala respuesta 
del biosensor, debido a que el oxígeno compite con la sal TTF-TCNQ en la 
oxidación del grupo FADH2 de la GOx, según la ecuación: 
 
2 2 2
Glucosa + O Gluconolactona + H O
GOx
→  
 
Este H2O2, formado a partir del oxígeno, no puede ser detectado por el 
biosensor, ya que al potencial de trabajo, 0.1 – 0.2 V, el peróxido de hidrógeno no 
es reoxidado a oxígeno.  
 
Se ha comprobado que la presencia de oxígeno afecta a concentraciones de 
glucosa menores que 1 mM. Por encima de esta concentración, la influencia del 
oxígeno en las mediciones es prácticamente insignificante. 
 
 
 
 
Capítulo III. Resultados y Discusión 
 
 
115 
 
  
2.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 
2.3.1  Respuesta de los diferentes biosensores a la glucosa. 
 
Las curvas de calibrado en celda se obtuvieron mediante el uso de  
cronoamperometría de simple pulso, y bajo condiciones de agitación (para 
conseguir homogeneidad).  Se aplicó un potencial inicial de 0 V durante 5 s. A este 
potencial no se observan influencias en la corriente de carga o estabilización de la 
corriente. Los datos fueron registrados y obtenidos por adiciones sucesivas de 10 
µM de glucosa, usando los electrodos PVC/TTF-TCNQ (sin Aucol),  Aucol + GOx,  
GOx + Aucol, mezcla GOx + Aucol  y de PVC/TTF-TCNQ/Aucol. En todos los casos, 
los biosensores contenían 24 unidades de GOx y el potencial final de trabajo fue 
0.15 V, de acuerdo con los resultados anteriormente optimizados para el biosensor 
compósito TTF-TCNQ/GOx [14].            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.10. Curvas de calibrado para glucosa correspondientes a las distintas estrategias 
de preparación de los electrodos compósitos de TTF-TCNQ con la GOx y oro coloidal. 
Disolución de PBS (0.05 M, pH 7.4). Potencial aplicado: 0.15 V.  (a) TTF-TCNQ/GOx (sin 
Aucol) (b) Aucol+GOx (c) GOx+Aucol (d) Mezcla GOx+Aucol (e) PVC/TTF-
TCNQ/Aucol/GOx 
 
Como puede verse en la figura III.10, los electrodos compósitos basados en 
oro coloidal (curvas b-e) muestran una evidente mejora en las características 
analíticas, en comparación con el biosensor sin oro coloidal (curva a) [14], 
mostrando así el efecto catalítico del oro coloidal en la reacción enzimática. 
Además, el biosensor basado en la incorporación del oro coloidal en la matriz del 
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compósito (curva e) muestra una linealidad más amplia, así como una mayor 
sensibilidad. 
 
En la tabla III.3 se resumen las características analíticas obtenidas con 
estos biosensores para la determinación de glucosa, a partir de las curvas de 
calibrado realizadas. Los límites de detección (LD) se calcularon de acuerdo con el 
criterio 3 s/n.  
 
Cuando se comparan los valores obtenidos de las pendientes de 
calibración, se observa que la sensibilidad es mayor para el electrodo PVC/TTF-
TCNQ/Aucol/GOx. Este electrodo es el que muestra también un intervalo de 
linealidad ligeramente más amplio, manteniendo un límite de detección de los más 
bajos. 
 
Tabla III.3. Características analíticas obtenidas a partir de las curvas de calibrado para la 
glucosa, con los diferentes diseños de biosensor. 
 
Biosensor Km
app 
 (mM) 
Limite de 
detección  
(M x 10-6 ) 
Pendiente 
(mA M-1) 
Rango linear 
 (mM) 
 
r2 
a)  Sin Aucol 9.0± 0.5 8.5  3.5 ± 0.4 0.1 - 5 0.9979 
b)  Au + GOx 2.2± 0.3 11.4  19 ± 1.1  0.02 - 0.1 0.9892 
c)  GOx + Au 2.6± 0.3 1.5 24 ± 1.6 0.01 - 0.1 0.9835 
d) Mezcla GOx + 
Au 
3.7± 0.4 131 12 ± 0.7 0.1 - 1 0.9875 
e) PVC/TTF-
TCNQ/Aucol 5 mL 
8.7± 0.5 6.2  45 ± 0.5 0.01 - 2 0.9988 
 
El hecho de que los electrodos con Aucol muestren mayores sensibilidades 
que el que no lo incorpora,  sugiere una mayor eficacia de la reacción enzimática. 
Además, la mayor sensibilidad conseguida con el electrodo PVC/TTF-
TCNQ/Aucol, respecto a las demás configuraciones con oro, pone de manifiesto la 
existencia de algún tipo de interacciones favorables entre el mediador y el oro 
coloidal en el compósito. 
 
También se han comparado, para estos biosensores, las constantes cinéticas 
de la reacción enzimática. En la Tabla III.3 puede verse que, independientemente  
del diseño del electrodo probado, todos siguen un comportamiento de Michaelis-
Menten, como se deduce del valor de la pendiente, próxima al valor 1, obtenida en 
la representación lineal de log [(Imax / I) -1] vs log [glucosa].   
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Los valores de la constante aparente de Michaelis-Menten, Km
app, se 
calcularon a partir de las correspondientes ecuaciones de  Lineweaver-Burk. Al 
comparar los valores de Km
app, se puede observar que las constantes de los 
electrodos PVC/TTF-TCNQ/GOx (sin Aucol) y PVC/TTF-TCNQ/Aucol/GOx son 
similares. El valor obtenido es también similar al descrito para la enzima libre [17]. 
Estos resultados revelan que no hay pérdida sustancial de la actividad de la enzima 
GOx y que, por lo tanto, el procedimiento de inmovilización en el presente estudio 
es biocompatible, y retiene la actividad de la enzima GOx. De acuerdo con estos 
resultados, el diseño PVC/TTF-TCNQ/Aucol/GOx ha sido elegido como  el más 
adecuado y óptimo para la determinación de glucosa. 
 
2.3.2 Efecto de la concentración de Au en la respuesta del 
biosensor. 
 
Las curvas de calibrado, obtenidas para la glucosa en experimentos 
llevados a cabo con distintas cantidades de Aucol, incluido en la matriz del 
compósito del electrodo (expresado como ml de disolución de oro coloidal 
adicionada), muestran una respuesta de la intensidad de corriente proporcional a la 
concentración Aucol adicionado (figura III.11). 
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Figura III.11. Curvas de calibrado de glucosa obtenidas par a las diferentes cantidades de 
Aucol adicionadas en la matriz del biosensor compósito: (a) 5 ml  (b) 15 ml  (c) 10 ml. 
Disolución de PBS (0.05 M; pH 7.4).  Potencial aplicado de  0.15 V. 
 
Sin embargo, por encima de 5 ml  de Aucol se observan problemas de 
reproducibilidad, así como una disminución de la sensibilidad (figura III.11: curvas 
b y c, y tabla III.4), probablemente debido a los efectos de saturación que dan lugar 
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a una falta de homogeneidad del biosensor, similarmente a lo obtenido en el caso 
del sensor de paracetamol. Por tanto, se ha elegido un volumen de 5 ml de la 
disolución de Aucol como la cantidad más adecuada para adicionar a la preparación 
del compósito. 
 
Tabla III.4. Características analíticas obtenidas a partir de las curvas de calibrado para la 
glucosa, con diferentes cantidades de oro coloidal incorporadas en la matriz del biosensor 
compósito. 
 
 
De acuerdo con estos resultados, se estimaron que las condiciones de 
trabajo óptimas son, 24 unidades de GOx,  5 ml de disolución de oro coloidal, y un 
potencial aplicado de 0.15 V. Las características analíticas obtenidas con estas 
condiciones experimentales (curva a en la figura III.11), fueron un rango lineal de 
hasta 2.0 mM, con una sensibilidad de 45 ± 0.5 mA M-1 y un coeficiente de 
regresión lineal (r) de 0.9994. El límite de detección (s/n = 3) fue de 6.2 x 10-6 M.  
 
Cuando se comparan estos resultados con los de otros biosensores de 
glucosa modificados con nanopartículas oro, recientemente publicados [15-16], se 
observa que, aunque no existen diferencias significativas con respecto al rango 
lineal, existe una notable mejora en la sensibilidad, y un coeficiente de correlación 
lineal superior (0.9994 vs 0.996). Otra gran ventaja de este biosensor es que puede 
utilizarse aplicando un potencial de trabajo menor (0.15 V frente a 0.6 V) [17]. 
 
2.3.3 Características analíticas. 
 
2.3.3.1 Reproducibilidad 
 
La reproducibilidad del biosensor de PVC/TTF-TCNQ/Aucol(5 ml) se 
calculó a partir de la respuesta del electrodo utilizando como referencia una 
concentración 1.0 mM de glucosa a 0.15 V.  
 
Se obtuvo una desviación típica relativa (RSD) de 1.5% para cinco 
determinaciones sucesivas con el mismo electrodo, una RSD del 2.1% cuando se 
Biosensor 
(Aucol 
adicionado) 
Km
app 
 (mM) 
Limite de detección  
(M x 10-6) 
Pendiente 
 (mA M-1) 
Rango linear 
 (mM) 
 
r2 
5 mL 8.7 ± 0.5 6.2 
 
45 ± 0.5 0.01 - 2 0.9988 
10 mL 4.8 ± 0.5 11
 
4.1 ± 0.1 0.08 - 6 0.9835 
15 mL 4.1 ± 0.4 99 
 
10.5 ± 0.4 0.2 - 6 0.9988 
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utilizan cinco electrodos diferentes de la misma síntesis, y una RSD de 3.2% 
utilizando cinco electrodos de síntesis diferentes.  
 
Estos resultados muestran que el electrodo desarrollado presenta una 
notable reproducibilidad, tanto en medidas realizadas con el mismo electrodo, 
como en las realizadas con series de electrodos de la misma o distinta síntesis. 
 
2.3.3.2 Estabilidad 
 
Se ha investigado la estabilidad del biosensor a lo largo del tiempo. Para 
ello, se ha realizado una curva de calibrado, diariamente, durante un mes, 
utilizando como referencia una concentración 1.0 mM de glucosa. Después de este 
período de tiempo, la intensidad máxima se convierte en un 72% de su valor 
inicial, aunque su disminución no es significativa a lo largo de los primeros 10 
días. También se observa una ligera disminución de la sensibilidad 
(aproximadamente 11%), tras este periodo de un mes.  
 
Este comportamiento es similar a la del biosensor sin nanopartículas de oro 
[14], lo que viene a corroborar que la presencia de estas nanopartículas es 
totalmente compatible con la bioactividad y la estabilidad de la enzima 
inmovilizada. 
 
2.3.3.3 Interferencias 
 
Se estudió la influencia de posibles interferentes que se hallen presentes 
durante la determinación de glucosa en una muestra real. Los interferentes más 
comunes son el ácido ascórbico (AA), ácido úrico (AU) y ácido oxálico (OA). 
 
En la figura III.12, la línea continua muestra el cronoamperograma 
obtenido para una disolución de glucosa 1 mM, en presencia de estas interferencias 
electroactivas más usuales, todas ellas en una concentración similar a la glucosa. 
Debido al bajo valor del potencial aplicado (0.15 V), sólo el ácido ascórbico da 
lugar a un efecto significativo sobre el cronoamperograma, mientras que ni el ácido 
úrico ni el ácido ascórbico afectan a la respuesta de corriente en estado 
estacionario. 
 
La posible interferencia de AA puede ser fácilmente eliminada mediante el 
recubrimiento del biosensor  con una capa adicional [14, 18-20], formada a partir 
de 15 µl de una disolución de Nafion 0.5%. Como se muestra en la figura III.12 
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(línea discontinua), el Nafion logra impedir prácticamente toda la interferencia del 
ácido ascórbico, aunque tiene el inconveniente de generar una limitación parcial 
del paso de la glucosa en su camino hacia la enzima, debido al efecto barrera [21], 
provocando una ligera disminución de la sensibilidad y reproducibilidad del 
biosensor (aproximadamente del 15 %). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.12. Influencia de los compuestos electroactivos interferentes, a 0.15 V, en 
disolución tampón de PBS 0.05 M, a pH 7.4: Respuesta del biosensor no modificado con 
Nafion (línea continua), y respuesta del biosensor modificado con Nafion (línea 
discontinua). Las flechas indican la adición de los diferentes compuestos. 
 
 
2.3.4 Integración del biosensor en un sistema FIA para la 
determinación de glucosa. 
 
En primer lugar, se examinó la influencia de las variables hidrodinámicas, 
tales como la velocidad de flujo y el volumen de muestra inyectado, en la respuesta 
del biosensor. Los mejores resultados, en términos de sensibilidad y 
reproducibilidad, se obtuvieron a una velocidad de flujo de 1 ml min-1 y un 
volumen de muestra inyectado (bucle de muestra) de 60 µl. Además, el potencial 
de trabajo más adecuado, para estas condiciones, fue de 0.15 V. 
 
La reproducibilidad (n = 5) se comprobó en varias inyecciones 
consecutivas de una disolución referencia de glucosa 1.0 mM. Se obtuvo una 
desviación estándar relativa de 1.8%, lo que indica una buena reproducibilidad y, 
por lo tanto, una buena resistencia mecánica del biosensor bajo condiciones de 
flujo. 
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La figura III.13 muestra la curva de calibrado obtenida para las 
disoluciones estándar. Se realizaron cuatro medidas para cada disolución estándar. 
Se obtuvo una sensibilidad de 3.67 ± 0.3 mA M-1 y un coeficiente de regresión 
lineal (r) de 0.998, para un rango lineal de concentraciones comprendidos entre 0.1 
a 8.0 mM. El límite de detección (s/n = 3) fue de 1.9 x 10-5 M. Estos resultados 
están de acuerdo con los obtenidos en las medidas realizadas en discontinuo, e 
implican una mejora interesante, en comparación con los biosensores similares 
reportados sin partículas de Au [14, 22]. Además, en este biosensor propuesto no 
hay necesidad de añadir alguna sustancia adicional a la mezcla del material 
compósito para asegurar su conductividad, como ocurre en otros biosensores 
descritos en la bibliografía [14]. También tiene un menor coste, ya que se necesita 
una pequeña cantidad de enzima, sólo la necesaria para cubrir la superficie del 
electrodo. 
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Figura III.13. Fiagrama obtenido para la cuádruple inyección de disoluciones estándar de 
glucosa en el rango de concentraciones desde 0.1 mM a 7.0 mM de glucosa, para el 
biosensor, y la correspondiente recta de calibrado (insertada). Portador: Disolución tampón 
de PBS (0.05 M; pH 7.4). Velocidad de flujo: 1.0 ml min
–1
. Volumen inyectado (Bucle de 
muestra): 60 µl. Potencial aplicado: 0.15 V. 
 
 
2.3.5 Muestras reales. 
 
Con objeto de comprobar la aplicabilidad del biosensor en la determinación 
de glucosa en muestras reales, se seleccionó una bebida isotónica comercial. Cinco 
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de estas muestras se diluyeron adecuadamente en la disolución de electrolito 
soporte (para obtener diversos niveles de concentración en el intervalo lineal del 
biosensor), antes de las mediciones amperométricas.  
Se observó una buena relación (± 4.5%) entre los resultados obtenidos 
cuando se utiliza el biosensor propuesto, y los resultados obtenidos mediante el kit 
de ensayo, comercialmente disponible, para la determinación de glucosa 
(Determinación Cuantitativa de glucosa por Colorimetría a 630 nm). 
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3. BIOSENSOR DE FENOLES. 
 
 
3.1 INTRODUCCIÓN. 
 
Los fenoles son compuestos aromáticos que se caracterizan por tener uno o 
varios grupos hidroxilo unidos directamente al anillo aromático. Generalmente, se 
nombran como derivados del miembro más sencillo de la familia, el fenol [1]. 
 
Estos compuestos son altamente tóxicos, carcinogénicos y alergénicos. Su 
toxicidad varía con el número de sustituyentes y su posición en el anillo aromático. 
Debido a su alta toxicidad y persistencia en el medio ambiente, el fenol y, 
especialmente sus derivados clorados, nitrados y alquilados, se han definido como 
contaminantes peligrosos, estando incluidos en la lista de sustancias peligrosas y 
contaminantes prioritarios de la Comunidad Europea (CE), así como de la Agencia 
de Protección Ambiental Norteamericana (EPA). 
 
La presencia de fenoles en el medio ambiente es consecuencia, tanto de 
acciones naturales como del aporte antropogénico, generalmente de carácter 
industrial. Desde el punto de vista de la contaminación, es de gran importancia la 
presencia de estos compuestos en aguas y sedimentos, debido a su elevada 
toxicidad, siendo empleados en diferentes tipos de industrias, como textiles, 
plásticos, colorantes, tintas, medicamentos, antioxidantes, polímeros sintéticos, 
resinas, pesticidas, detergentes, etc. [2]. Por tanto, es necesario prestar interés al 
origen, migración y distribución de estos compuestos en el medio ambiente, así 
como contar con métodos fiables para su determinación en matrices complejas [3]. 
 
Por lo que se refiere a los polifenoles, son compuestos constituidos por al 
menos un anillo aromático, con uno o más grupos hidroxilo como sustituyentes. 
 
En el ser humano, tras su ingesta, parte de la actividad biológica de los 
polifenoles se debe a su capacidad de formar parte del sistema antioxidante celular, 
proporcionando importantes beneficios para la salud. Entre sus propiedades más 
relevantes destacan su capacidad para inhibir los procesos oxidativos de 
lipoproteínas de baja densidad (LDL), reduciendo los riesgos de enfermedades 
cardiovasculares, su actividad antioxidante, protegiendo los tejidos del daño 
oxidativo y del envejecimiento celular, su acción antiinflamatoria, reduciendo la 
actividad de la enzima hialuronidasa, y sus propiedades anticancerígenas. Todo 
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ello, hace que los polifenoles sean considerados como un subproducto de alto valor 
añadido [4]. 
 
De hecho, actualmente se están realizando numerosas investigaciones a 
nivel mundial con el fin de conocer la cantidad y el tipo de polifenoles presentes en 
los alimentos, ya que muchos de los efectos saludables de los mismos se deben, en 
realidad, a su alto contenido en polifenoles, tal es el caso de las fibras dietéticas. 
 
Por otro lado, las propiedades organolépticas de ciertas frutas, y 
consecuentemente, la calidad de algunos alimentos y bebidas, dependen de la 
concentración y tipo de compuesto polifenólico presente [5]. Un ejemplo lo 
encontramos en el aceite de oliva. Los polifenoles, al tratarse de antioxidantes 
naturales, ralentizan o previenen los procesos de descomposición de aceites y 
grasas. De ahí que la determinación de estos compuestos sea importante a la hora 
de evaluar la calidad del aceite, ya que son parcialmente responsables de su 
estabilidad a la autooxidación, y de sus características organolépticas [6]. 
 
Los polifenoles también están presentes en la uva y, por consiguiente, en 
los vinos, contribuyendo sustancialmente a su calidad, ya que afectan a su color, a 
su sabor, a su estabilidad y a su comportamiento en el envejecimiento [7]. Por lo 
tanto, la determinación de este grupo de compuestos es de gran importancia en la 
industria del vino, ya que puede ayudar a identificar las variaciones en el tipo de 
vino. 
 
La necesidad de hacer frente a los problemas analíticos que se plantean hoy 
en día, requiere disponer de técnicas rápidas y fiables que permitan la detección “in 
situ” de sustancias contaminantes, como es el caso de los compuestos fenólicos 
presentes en muestras ambientales, y otras sustancias de interés, como los 
polifenoles en alimentos. Este hecho ha impulsado el desarrollo de biosensores 
como alternativa a técnicas espectrofotométricas y cromatográficas, las cuales 
suelen implicar un mayor tiempo de análisis. 
 
Un análisis de la bibliografía consultada indica que se han construido una 
amplia variedad de biosensores enzimáticos mediante la modificación de 
electrodos de pasta de carbono y de carbono vitrificado. La mayoría de los métodos 
se basan en la reducción electroquímica de los productos de la reacción enzimática. 
Sin embargo, en algunos casos se utiliza una sustancia mediadora, cuya oxidación 
o reducción sobre el electrodo sirve para monitorizar la concentración de los 
fenoles en disolución. 
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También se han encontrado ejemplos en los que se emplea un electrodo de 
Clark [8]. En estos casos, la monitorización de los compuestos fenólicos se lleva a 
cabo mediante la detección del consumo de oxígeno, lo que conlleva la desventaja 
de la necesidad de aplicar un potencial de medida bastante negativo, aumentando 
así el número de interferencias. 
 
A pesar del gran número de sensores enzimáticos amperométricos 
existentes, muy pocos han sido aplicados a muestras reales. No obstante, se han 
desarrollado aplicaciones en aguas, suelos, filtros de cigarrillo, aceites, cervezas, 
vinos y pesticidas.  
 
Esta escasa aplicación práctica en muestras reales de los biosensores 
desarrollados se debe, en gran parte,  a la dificultad de llevar a cabo medidas en 
matrices complejas, en las cuales el límite de detección puede aumentar 
considerablemente, la estabilidad de la enzima suele disminuir, y adquiere mayor 
importancia el fenómeno de la pasivación electródica. 
 
En este capítulo, se presenta un biosensor compósito PVC/TTF-
TCNQ/Aucol basado en la enzima tirosinasa, para la determinación de compuestos 
fenólicos en muestras de mostos y vinos. Se han empleado el fenol y el catecol 
como compuestos estándares. 
 
La tirosinasa (también llamada polifenol oxidasa) es una enzima 
monooxigenasa que contiene cobre, y que es capaz de catalizar la hidroxilación de 
monofenoles a o-difenoles (ecuación 1), y la oxidación de o-difenoles a o-quinonas 
(ecuación 2), estando presente el O2 en ambos casos. 
 
Fenol + Tirosinasa (O2) → Catecol                    (1) 
 
Catecol + Tirosinasa (O2) → o-quinona + H2O                        (2) 
 
Posteriormente, las o-quinonas producidas en la ecuación 2 pueden ser 
reducidas electroquímicamente, en la superficie del electrodo y a bajo 
sobrepotencial,  para dar de nuevo o-difenoles, mediante la siguiente ecuación: 
 
o-quinona + 2H+ + 2e− → Catecol    (3) 
 
La preparación del  biosensor se detalla en el Capítulo II de esta memoria. 
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3.2 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 
3.2.1 Respuesta voltamétrica del biosensor al fenol y al catecol. 
 
Una vez preparado el biosensor PVC/TTF-TCNQ/Aucol/Tyr, se procedió a 
registrar los voltagramas cíclicos de los dos compuestos usados como estándar, el 
catecol y el fenol, en disolución tampón 0.05 M de fosfato, a pH 7.4. Para ambos 
estándares, se observó un pico bien definido a potenciales próximos a 0 V. En la 
figura III.14, se muestra, como ejemplo, el registro obtenido para el catecol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.14. Voltagrama cíclico obtenido con el biosensor PVC/TTF-TCNQ/Aucol/Tyr 
(a) 0.2 mM catecol (b) electrolito soporte, disolución tampón PBS (0.05 M, pH 7.4). 
Velocidad de barrido: 0.01V s
-1
. 
 
3.2.2  Detección cronoamperométrica de fenol y catecol. 
 
3.2.2.1 Optimización de las variables. 
 
Tras comprobar la respuesta voltamétrica favorable del biosensor a los dos 
estándares, se procedió a determinar las condiciones óptimas para su determinación 
cronoamperométrica. 
 
Se estudió el efecto del pH de la disolución en la intensidad de corriente 
registrada para el fenol y el catecol en el rango de pH 5.0 - 9.0. Se observó que la 
intensidad de corriente aumenta hasta valores de pH próximos a 7, hecho que se 
atribuye a que a esos valores de pH, la actividad presentada por la enzima es 
E / V   
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
i /
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máxima. A pH > 7.5 la corriente disminuye bruscamente, probablemente debido al 
efecto de los protones en la reacción electroquímica. Por lo tanto, se optó por elegir 
una disolución tampón de fosfato 0.05 M a pH = 7.4, como medio de trabajo.  
 
Posteriormente, se procedió a evaluar la cantidad de enzima a depositar en 
la superficie del electrodo. Con este fin, se prepararon varios electrodos en los que 
la cantidad de enzima depositada en su superficie variaba en el rango de 180 a 820 
unidades.  
 
Los resultados mostraron que la pendiente de la curva de calibrado de los 
estándares aumenta proporcionalmente con la cantidad de enzima hasta llegar a las 
550 unidades de tirosinasa. Para mayores concentraciones de enzima, se 
observaron problemas de reproducibilidad, lo que podría ser debido a varios 
factores, entre los que cabe destacar los fenómenos de saturación de la superficie 
del electrodo, dando una distribución no homogénea de la enzima en la superficie, 
y el incremento de la resistencia del electrodo. Por lo tanto, se seleccionó la 
cantidad de 550 unidades de tirosinasa como la  más adecuada para la aplicación 
del electrodo, como biosensor, en el resto de experiencias. 
 
Otro parámetro de gran interés, que debe determinarse, es el potencial de 
trabajo aplicado al electrodo. En este caso, se registró la respuesta 
cronoamperométrica desde un potencial incial de 0 V hasta diferentes potenciales 
de pulso finales (Ef), para sucesivas adiciones de los dos estándares, y en 
condiciones de agitación. Los resultados obtenidos para el catecol se muestran en 
la figura III.15 y en la tabla III.5. Se puede observar cómo la mejor respuesta se 
obtiene a potenciales finales de pulso cercanos a 0 V. Los resultados obtenidos para 
el fenol son totalmente similares.  
 
Este relativamente bajo valor de potencial de trabajo es muy interesante, ya 
que permite descartar los efectos debidos a la posible presencia de otras especies 
interferentes en la disolución, como el caso del ácido ascórbico. 
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Figura III.15. Curvas de calibrado obtenidas para el catecol con el electrodo compósito 
PVC/TTF-TCNQ/Aucol/Tyr. Disolución de PBS (0.05 M, pH 7.4). El potencial final 
aplicado (Ef) fue a) 0.1 V, b) -0.05 V, c) 0.05 V, d) 0.025 V, e) -0.025 V, f) 0 V. En la 
figura insertada se muestran los valores de intensidad para una disolución 1x10
-4
 M de 
catecol. 
 
 
Tabla III.5.  Características analíticas obtenidas, de la recta de calibrado del catecol, a 
distintos potenciales de pulso aplicados al biosensor. Disolución PBS (0.05 M, pH 7.4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.2.2 Características analíticas y constantes cinéticas. 
 
En base a los resultados comentados anteriormente, se puede estimar que 
las condiciones de trabajo más adecuadas para el empleo del electrodo PVC/TTF-
TCNQ/Aucol/Tyr como biosensor son: 550 unidades de tirosinasa, 5 ml oro 
coloidal, y 0 V como el potencial de trabajo aplicado.  
Potencial 
(Ef) 
Pendiente 
 (mA M
-1
) 
Rango Lineal 
 (µM) 
 
r
2 
-50 mV 45.3 ± 0.5 0.2 - 10 0.9928 
-25 mV 51.2 ± 1.4 0.2 - 10 0.9922 
0 mV 54.5 ± 0.6 0.2 - 10 0.9990 
25 mV 49.2 ± 0.4 0.2 - 10 0.9916 
50 mV 45.6 ± 0.5 0.2 - 10 0.9911 
100 mV 17.8 ± 0.4 0.2 -  10 0.9997 
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Con el fin de evaluar la aplicabilidad de la teoria de Michaelis-Menten para 
describir el comportamiento cinético del biosensor propuesto, se calculó el 
coeficiente de Hill [9] mediante el ajuste del log [i / (imax-i)] frente al log de la 
concentración de sustrato. En la figura III.16  se muestra esta representación para el 
catecol. Los resultados obtenidos fueron 1.049 y 1.061 para el catecol y el fenol, 
respectivamente, es decir, próximo al valor teórico 1 correspondiente a la clásica 
ecuación de Michaelis-Menten, lo que afirma su aplicabilidad. 
 
Posteriormente, se calcularon las constantes aparentes de Michaelis-
Menten, Km
app, a partir de las correspondientes rectas de Linewaver-Burk 
(representación insertada en la figura III.16, los datos se muestran en la tabla III.6). 
Estos resultados son similares a los valores que aparecen en la literatura [10, 11], y 
mucho más baja que el valor para la enzima libre, 4000 µM [12], lo que demuestra 
que la enzima inmovilizada, en la configuración del biosensor propuesto, presenta 
una buena afinidad por el sustrato.  
log [Catecol]
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Figura III.16. Representación de log [i/(imax-i)] vs log [catecol] obtenida para el electrodo 
compósito PVC/TTF-TCNQ/Aucol/Tyr. Disolución de PBS (0.05 M, pH 7.4). El potencial 
de salto aplicado es 0 V. La figura insertada muestra la correspondiente recta de  
Linewaver-Burk. 
 
Los resultados obtenidos a partir de las correspondientes rectas de 
calibrado se muestran en la tabla III.6.  
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Tabla III.6. Datos obtenidos de las rectas de calibrado para los dos estándares con el 
biosensor PVC/TTF-TCNQ/Aucol/Tyr. 
 
Analito Km
app 
(µM) 
Límite de detección 
(Mx10
7
) 
Sensibilidad 
(mA M
-1
) 
Rango lineal 
(µM) 
r
2
 
Fenol 114.0 7.3 62 ± 1.4 0.2 - 10 0.9958 
Catecol 84.4 3.53  54.5 ± 0.6 0.2 - 10 0.9990 
 
 
Para el catecol (figura III.17) se obtuvo  que el intervalo lineal se prolongó 
hasta 10 µM, con una sensibilidad de 54.5 ± 0.6 mA M-1, y un coeficiente de 
regresión lineal (r) de 0.999. El límite de detección (s / n = 3) fue de 3.53 x 10-7 M.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.17. Curva de calibración para el catecol obtenida con el electrodo compósito 
PVC/TTF-TCNQ/Aucol/Tyr. Disolución PBS (0.05 M, pH 7.4). Potencial de pulso aplicado: 
Ef 0 V. 
  
 
Para el fenol (figura III.18), el intervalo lineal llegó hasta 10 µM, con una 
sensibilidad de 62 ± 1.4 mA M-1, un coeficiente regresión lineal (r) de 0.996, y el 
límite de detección (s / n = 3) fue de 7.3 x 10-7 M.  
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Figura III.18. Curva de calibración para el fenol obtenida con el electrodo compósito 
PVC/TTF-TCNQ/Aucol/Tyr. Disolución PBS (0.05 M, pH 7.4). Potencial de pulso aplicado: 
Ef 0 V. 
 
Comparando estos resultados con los correspondientes a otras propuestas 
descritas en la bibliografía [10, 12, 13], se comprueba que el biosensor presentado 
en este trabajo resulta competitivo, representando una buena y atractiva alternativa, 
ya que, por ejemplo, no hay necesidad de añadir una sustancia adicional a la 
mezcla del compuesto para asegurar su dureza y conductividad. Otra ventaja 
interesante, respecto de los que contienen la enzima en el compósito [12, 13] es su 
coste inferior, ya que se necesita una menor cantidad de enzima (sólo una pequeña 
cantidad para cubrir la superficie del electrodo), sin que esto suponga ningún 
detrimento respecto de su facilidad de uso. 
 
3.2.2.3 Reproducibilidad. 
 
La reproducibilidad del biosensor se estimó a partir de la respuesta del 
electrodo a una concentración de 10 µM de catecol medidos a 0 V.  
 
Se obtuvo una desviación estándar relativa (RSD) de 2.2% para cinco 
determinaciones sucesivas utilizando el mismo electrodo, un RSD de 3.6% cuando 
se utilizan cinco electrodos diferentes de la misma síntesis, y un RSD del 6.5% 
para cinco electrodos de síntesis diferentes.  
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Estos resultados muestran que el biosensor propuesto presenta una notable 
reproducibilidad.  
 
3.2.2.4 Estabilidad. 
 
La estabilidad del biosensor se ha estudiado a lo largo del tiempo, mediante 
el registro diario de una curva de calibración de una disolución de 10 µM de 
catecol, preparada también diariamente, durante un mes.  
 
La respuesta del biosensor durante las dos primeras semanas fue 
prácticamente estable. Pasado este tiempo, se observó una disminución continua de 
la sensibilidad y de la intensidad, por lo que se recomienda el reemplazo del 
biosensor pasadas 3 ó 4 semanas.  
 
Este comportamiento es similar a los descritos en la literatura para otros 
sensores de tirosinasa [10, 11], atribuyéndose este periodo de vida útil del 
biosensor a la propia estabilidad de la enzima, ya que el electrodo se regenera 
fácilmente. 
 
3.2.2.5 Empleo del biosensor en un sistema FIA. 
 
Antes de la aplicación del biosensor en un sistema FIA, se examinó la 
influencia en su respuesta de las variables hidrodinámicas, tales como velocidad de 
flujo y el volumen inyectado. Los mejores resultados en términos de sensibilidad y 
reproducibilidad se obtuvieron para una velocidad de flujo de 1 ml min-1, y un 
volumen inyectado (bucle de muestra) de 100 µl. Además, el potencial más 
adecuado estas condiciones resultó ser  de 0 V. 
 
La reproducibilidad (n = 5) se verificó con varias inyecciones consecutivas 
de una disolución 10 µM de catecol. Se obtuvo una desviación estándar relativa de 
2.7%, lo que indica una buena reproducibilidad, y por lo tanto una buena 
resistencia mecánica bajo condiciones de flujo del biosensor. 
 
La figura III.19 muestra las curvas de calibrado obtenidas para los 
estándares de catecol (a) y fenol (b). Se realizaron tres medidas para cada 
disolución estándar. 
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Figura III.19. Fiagrama obtenido para la tripe inyección de disoluciones estándar de 
catecol (a) o fenol (b) en el rango de concentraciones desde 0.6 µM a 10 µM, y la 
correspondiente recta de calibrado (insertada). Portador: Disolución tampón de PBS (0.05 
M; pH 7.4). Velocidad de flujo: 1.0 ml min–1. Volumen inyectado (Bucle de muestra): 100 
µl. Potencial aplicado: 0 V. 
 
 
Para el catecol, se obtuvo una sensibilidad de 46 ± 1.2 mA M-1 y un 
coeficiente de regresión lineal (r) de 0.997, para un rango lineal entre 6 x 10-7 M - 
10-5 M. El límite de detección (s / n = 3) fue de 6.4 x 10-7 M. 
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Para el fenol, se obtuvo una sensibilidad de 32 ± 0.5 mA M-1 y un 
coeficiente de regresión lineal (r) de 0.996, para un rango lineal entre 6 x 10-7 M - 
10-5 M. El límite de detección (s / n = 3) fue de 7.3 x 10-7 M. 
 
Estos resultados están en consonancia con los obtenidos en celda, y supone 
una mejora interesante, en comparación con otros sensores o biosensores aplicados 
a sistemas FIA  publicados recientemente [13-15]. 
 
 
3.2.3  Determinación de compuestos fenólicos en vinos. 
 
La utilidad práctica del electrodo propuesto se constató mediante una serie 
de experiencias realizadas con distintas muestras de mostos y vinos, con objeto de 
llevar a cabo una estimación del contenido de compuestos fenólicos totales en 
ellas. 
 
Para el análisis de las muestras en celda, se añadieron volúmenes sucesivos 
de 20 µL (vino) ó 150 µL (mosto) en la célula electroquímica que contenía 10 ml 
del tampón fosfato 0.05 M (pH 7.4), se agitó continuamente a una velocidad 
constante. Las mediciones amperométrica se llevaron a cabo a un potencial de 0 V. 
  
Para el análisis de inyección de flujo (FIA), las muestras de vino y mosto 
se diluyeron en diferentes volúmenes de solución de fosfato 0.05 M, a pH 7.4 
 
El contenido de compuestos fenólicos totales (expresando la concentración 
en mg L-1 de catecol) se obtuvo por extrapolación, en una curva de calibración 
previamente realizada con disoluciones estándar de catecol.  
 
En la tabla III.7 se muestran el contenido de polifenoles totales obtenidos 
con el biosensor PVC/TTF-TCNQ/Aucol/Tyr, y su comparación con los obtenidos 
utilizando el método de referencia de Folin-Ciocalteu. Los valores indicados 
corresponden al valor medio de cinco determinaciones (n = 5).  
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Tabla III.7. Índice electroquímico de polifenoles (expresado en mg L-1 de catecol), 
obtenido con el biosensor PVC/TTF-TCNQ/Aucol/Tyr, y comparación con los valores 
obtenidos por el método de referencia de Folin-Ciocalteu. 
 
Vinos Muestra Folin-Ciocalteu 
Catecol mg L
-1
 
Biosensor 
Catecol mg L
-1 
Mosto 1 1 128 ± 4 6 ± 0.5 
Mosto 2 2 185 ± 7 10 ± 1 
Blanco: Fino (clarificado)  3 126 ± 5 7 ± 0.5  
Blanco: Fino Cobos 4 119 ± 4 6 ± 0.5 
Blanco: Tio Pepe 5 140 ± 5 8 ± 1 
Rosado 6 394 ± 12 10 ± 1 
Rojo: Albali 7 1552 ± 40 20 ± 1.5 
Rojo: San Asensio 8 1270 ± 30 15 ± 1 
 
Como puede verse, los resultados obtenidos presentan valores bastante 
diferentes, ya que se logran con métodos analíticos basados en principios 
diferentes. De hecho, el método de Folin-Ciocalteu consiste en una reacción redox 
de fenoles con el reactivo fosfomolíbdico, seguido de la detección colorimétrica de 
los productos resultantes; en cambio, el biosensor propuesto se basa en una 
reacción enzimática. Por consiguiente, la estimación de los compuestos fenólicos 
totales debe ser considerada como un índice de polifenoles [16, 17], cuyo valor 
absoluto depende del método aplicado.  
 
Además, los resultados electroquímicos también dependerán del potencial 
aplicado [16], de tal forma que se pueden obtener diferentes fracciones de su 
contenido de polifenoles totales cambiando el potencial de oxidación. De esta 
manera, Mannino y colaboradores [18] han propuesto una relación directa entre el 
bajo potencial de oxidación y el alto poder antioxidante, de modo que a 0 V 
(potencial de trabajo en esta memoria) se obtiene la señal correspondiente a la 
"fracción de alto poder antioxidante" [16]. 
 
La figura III.20 muestra los resultados obtenidos con el biosensor 
propuesto (datos bioelectroquímicos), respecto a los resultados obtenidos con el 
método de Folin-Ciocalteu (datos espectroscópicos). Se observa una buena 
correlación (r = 0.9558) para los diferentes tipos de mosto y vinos. Además, como 
se puede ver en las representaciones insertadas, la correlación es mejor cuando la 
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comparación se hace para mostos y vinos blancos por un lado (r = 0.9788), y los 
vinos tintos por otro (r = 0.9628). Este hecho parece estar de acuerdo con los 
diferentes tipos de compuestos fenólicos presentes en cada clase de vinos [19], y es 
compatible con la mayor capacidad antioxidante de los vinos tintos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.20. Correlación entre los resultados obtenidos en vinos usando el biosensor 
PVC/TTF-TCNQ/Aucol/Tyr y el método de referencia Folin–Ciocalteu. En la figura 
insertada se muestra la relación para vinos blancos y mostos (izquierda), y vinos rojos 
(derecha), separadamente.  
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Del trabajo de investigación realizado en la presente tesis se pueden 
obtener las siguientes conclusiones: 
 
1. El electrodo compósito PVC/TTF-TCNQ, que presenta muy buenas 
propiedades electroquímicas, se ha modificado con nanopartículas de oro 
coloidal, obteniendo electrodos aptos para ser usados como detectores 
electroquímicos con mejores propiedades analíticas, manteniendo las 
ventajas de una alta reproducibilidad,  una alta estabilidad y un bajo coste. 
 
2. En todos los casos, la modificación del electrodo con nanopartículas de oro 
produce los mejores resultados cuando se incluyen, 5 ml de la disolución 
de oro coloidal, en la matriz del compósito. 
 
3. De las diversas estrategias seguidas para obtener  biosensores de tercera 
generación, orientados a la determinación amperométrica de la glucosa, la 
mayor sensibilidad, conseguida con el electrodo PVC/TTF-TCNQ/Aucol, 
pone de manifiesto la existencia de algún tipo de interacciones favorables 
entre el mediador, y el oro coloidal dentro del compósito.  
 
4. El biosensor propuesto, PVC/TTF-TCNQ/Aucol/Gox, presenta muy buenas 
características analíticas, es válido tanto en sistemas de medida en continuo 
(FIA), como en discontinuo (celda), y se ha aplicado, con éxito, para la 
determinación de glucosa en bebidas isotónicas comerciales. 
 
5. El estudio de la electrocatálisis de la oxidación del paracetamol en el 
electrodo compósito PVC/TTF-TCNQ, modificado con nanopartículas de 
oro, ha mostrado que la presencia de estas nanopartículas mejora la 
corriente de oxidación del paracetamol, y desplaza, favorablemente, su 
potencial de oxidación con respecto al electrodo no modificado. 
 
6. Esta electrocatálisis ha propiciado proponer un nuevo sensor 
electroquímico, para la determinación del paracetamol, que se ha mostrado 
válido en sistemas de medida en celda y en análisis de inyección de flujo. 
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7. Este sensor se ha aplicado, satisfactoriamente, en la determinación de 
paracetamol en dos marcas comerciales. Por tanto, puede proponerse como 
una alternativa interesante para ser empleado en los análisis de rutina de la 
industria farmacéutica, sin la necesidad de realizar ningún tipo de 
pretratamiento, separación o derivatización. 
 
8. Se ha desarrollado un biosensor de PVC/TTF-TCNQ/Aucoll, usando la 
enzima tirosinasa, para la determinación de fenol y catecol. Su bajo 
potencial de trabajo, 0 V, impide la posible interferencia de otros analitos 
como el ácido ascórbico. 
 
9. La buena correlación de los resultados obtenidos mediante este biosensor y 
el método de referencia oficial, justifica su empleo para poder disponer de 
una estimación rápida, y casi automática, del contenido total de polifenoles 
presentes en muestras reales de mostos y vinos (blancos y tintos). 
 
10. El bajo potencial de trabajo de este biosensor permite obtener, también, 
una estimación de la fracción de “alto poder oxidante” de los mostos y 
vinos. 
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